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Zaradi bakterijske odpornosti proti znanim protibakterijskim učinkovinam je potreben 
razvoj novih protibakterijskih spojin s ciljanjem novih tarč in z novimi mehanizmi delovanja, 
ki delujejo proti odpornim bakterijskim sevom. V razvoju protibakterijskih učinkovin so 
vzpostavljene in validirane tarče bakterijske topoizomeraze tipa IIA, in sicer 
heterotetramerna encima DNA-giraza in topoizomeraza IV. DNA-giraza je sestavljena iz 
dveh podenot A (GyrA) in dveh podenot B (GyrB) in topoizomeraza IV iz dveh podenot E 
(ParE) in dveh podenot C (ParC). Encima sta strukturno in funkcionalno podobna, zato je 
razvoj zaviralcev z dvojnim delovanjem potencialno lahko dostopna možnost.  
Na Katedri za farmacevtsko kemijo Fakultete za farmacijo je bilo nedavno odkritih več novih 
strukturnih tipov ATP-kompetitivnih zaviralcev bakterijskih topoizomeraz kot potencialnih 
protibakterijskih učinkovin. Na podlagi teh strukturnih tipov je bilo načrtovanih in 
sintetiziranih več zaviralcev, ki so zbrani v DNA-girazni knjižnici. Testirali smo 80 spojin 
iz te knjižnice z uporabo biokemijskega testa in ovrednotili njihovo zaviralno aktivnost na 
encimih DNA-giraza in topoizomeraza IV iz bakterij Escherichia coli in Staphylococcus 
aureus ter primerjali selektivnost spojin kot potencialnih zaviralcev z ozirom na tip 
topoizomeraz in bakterijski sev. Za oceno biokemijskega testa smo ovrednotili ponovljivost 
rezultatov med neodvisnimi testiranji. Najbolj ponovljive rezultate neodvisnih meritev 
rezidualnih aktivnosti in napovedanih IC50 vrednosti iz presejalnih testov smo dobili na 
encimu DNA-giraza iz E. coli. Prav tako smo primerjali določene IC50 vrednosti v 
neodvisnih ponovitvah testa in ugotovili, da je povprečni relativni standardni odklon 50 % 
na encimu DNA-giraza iz bakterije E. coli, medtem ko smo imeli premalo podatkov za oceno 
ponovljivosti na encimih DNA-giraza iz S. aureus in topoizomeraza IV iz obeh bakterij.  
Za spojine, ki smo jih testirali, smo ugotovili, da so najbolj aktivne na encimu DNA-giraza 
iz bakterije E. coli, nivo selektivnosti napram ostalim testiranim topoizomerazam pa je bil 
odvisen predvsem od centralnega skeleta strukture zaviralcev. Najaktivnejše spojine na tem 
encimu so imele IC50 vrednost nižjo od 10 nM. Na vseh testiranih bakterijskih 
topoizomerazah so se za najbolj zaviralno aktivne izkazale spojine 9, 32 in 34, ki so zato 
perspektivne za nadaljnji razvoj. Najmanj selektivna glede na testirane encime je bila spojina 
59 iz skupine fenilpirolamidov. 





Due to bacterial resistance to known antibacterial agents, the development of antibacterial 
compounds with new targets and mechanisms of action with activity against resistant 
bacterial strains is needed. Established and validated targets in antibacterial drug discovery 
are bacterial topoisomerases type IIA namely heterotetrameric proteins DNA gyrase and 
topoisomerase IV. DNA gyrase consists of two A subunits (GyrA) and two B subunits 
(GyrB) and topoisomerase IV consists of two C subunits (ParC) and two E subunits (ParE). 
Enzymes are structurally and functionally similar, which potentially allows accessibility to 
dual targeting inhibitors.  
Several new structural types of ATP-competitive inhibitors of bacterial topoisomerases have 
recently been discovered at the Department of Pharmaceutical Chemistry at the Faculty of 
Pharmacy as potential antibacterial agents. Based on these structural types, several inhibitors 
were designed and synthesized, which are collected in a DNA gyrase library. We tested 80 
compounds from this library using biochemical test and evaluated the inhibitory activity of 
the compounds on the DNA-gyrase enzyme and the topoisomerase IV from Escherichia coli 
and Staphylococcus aureus bacteria and compared the selectivity of the compounds as 
potential inhibitors with respect to the type of topoisomerase and bacterial strain. To evaluate 
the biochemical assay, we evaluated the reproducibility of the results during independent 
tests. The most reproducible results of independent measurements of residual activity and 
predicted IC50 values from screening tests were obtained on the E. coli DNA gyrase enzyme. 
We also compared the IC50 values in independent test iterations and found out that an average 
relative standard deviation is 50 % on the E. coli DNA-gyrase enzyme while there was 
insufficient data to evaluate the reproducibility on S. aureus DNA-gyrase enzyme and 
topoisomerase IV enzymes from both bacteria. 
We found out that the tested compounds are most active on the E. coli DNA-gyrase enzyme, 
with the level of their selectivity against other tested topoisomerases depending mainly on 
the central scaffold of the structure of inhibitors. The most active compounds on this enzyme 
had an IC50 value of less than 10 nM. Compounds 9, 32 and 34 showed the most active 
inhibition on all tested topoisomerases, and are therefore promising for further development. 
The least selective according to tested enzymes was the compound 59 from the 
phenylpyrrolamide group. 




ATP adenozin trifosfat 
BSA goveji serumski albumin 
DTT ditiotreitol 
DMSO dimetil sulfoksid 
DNA deoksiribonukleinska kislina 
EDTA etilendiamintetraocetna kislina 
E. coli Escherichia coli 
ESKAPE Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, 
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter spp. 
GyrA podenota A DNA-giraze 
GyrB podenota B DNA-giraze 
IC50 srednja zaviralna aktivnost 
M molarnost (mol/L) 
MRSA proti meticilinu odporen Staphylococcus aureus  
(methicillin-resistant S. aureus) 
NB novobiocin 
ParC podenota C topoizomeraze IV 
ParE podenota E topoizomeraze IV 
pNO1 plazmid NO1 
RA rezidualna aktivnost 
RSD relativni standardni odklon 
S. aureus Staphylococcus aureus 
TF tripleks formirajoči (triplex forming) 
TF01 tripleks formirajoči oligonukleotid 1 (triplex forming oligonucleotide 1) 
Topo IV topoizomeraza IV 
Tris.HCl Tris(hidroksimetil)aminometan 
VRE Proti vankomicinu odporeni enterokoki  
(vancomycin-resistant Enterococcus) 
VRSA Proti vankomicinu odporen Staphylococcus aureus  





Bakterije so enostavni enocelični mikroorganizmi in so najbolj razširjeni prokariontski 
organizmi. Prokariotska celica ima eno molekulo deoksiribonukleinske kisline (DNA), ki je 
praviloma krožna in vsebuje vse informacije, ki so potrebne za celično rast in 
razmnoževanje. Poleg tega ima lahko še manjše, krožne molekule DNA imenovane 
plazmidi. Prokariontske celice imajo za razliko od evkariontskih DNA prosto v citoplazmi, 
ker nimajo jedra in organelov, medtem ko so ribosomi manjši. Bakterijska celica je lahko 
dolga od 0,3 do 20 µm, premer večine bakterij je okoli 1 µm. Zgradba bakterijske celice je 
shematsko prikazana na sliki 1 (1, 2). 
 
Slika 1: Zgradba bakterijske celice. Prirejeno po (3). 
Celična stena daje bakterijski celici stalno in značilno obliko. Bakterije lahko razvrstimo v 
eno od treh osnovnih oblik: kroglaste (koki), paličaste (bacili) in spiralne (spirale). Bakterije 
lahko opazujemo z mikroskopom pri približno 1000-kratni povečavi in jih pred tem navadno 
obarvamo. Najpogostejša tehnika je barvanje po Gramu in z njim razdelimo bakterije na po 
Gramu pozitivne (obarvajo se modrovijoličasto) in po Gramu negativne (obarvajo se rdeče). 
Različna obarvanost bakterij nastane zaradi različne zgradbe celične stene (slika 2). Po 
Gramu pozitivne bakterije imajo debelejšo celično steno, medtem ko imajo po Gramu 
negativne bakterije tanko celično steno (2-7 nm) in zunanjo membrano, sestavljeno iz 
lipopolisaharidov. Zunanja membrana predstavlja oviro pri prehodu protibakterijskih 
učinkovin v celico, dodatno oviro pa predstavljajo še izlivne črpalke, ki aktvino izčrpavajo 
protibakterijske učinkovine iz celice. Zaradi tega predstavlja razvoj protibakterijskih 
učinkovin proti po Gramu negativnim bakterijam raziskovalcem na tem področju velik izziv. 
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Med po Gramu negativne bakterije spada bakterija Escherichia coli (E. coli), ki je najbolj 
preučen prokariontski organizem in je iz biokemijskega stališča najbolje poznano bitje, tudi 
v primerjavi s človekom. Bakterija E. coli je bacil, ki živi v našem prebavnem traktu ter 
povzroča okužbe prebavil in zunajčrevesne okužbe. Uporablja se kot testni organizem pri 
preizkušanju učinkovitosti protimikrobnih zdravil. Med po Gramu pozitivne bakterije spada 
bakterija Staphylococcus aureus (S. aureus) in je v klinični mikrobiologiji najpomembnejša 
patogena vrsta in povzroča lokalizirane gnojne okužbe (1, 2, 4). 
 
Slika 2: Zgradba celične stene po Gramu pozitivnih in po Gramu negativnih bakterij. 
Prirejeno po (5). 
1.2 Protibakterijske učinkovine  
Protibakterijske učinkovine se uporabljajo za preprečevanje in zdravljenje bakterijskih 
okužb. Odkritje antibiotikov in kemoterapevtikov je bila prelomnica v borbi proti 
nalezljivim boleznim. Antibiotiki so proizvod živih celic, ki jih izdelujejo glive in bakterije, 
medtem ko so kemoterapevtiki izdelani sintezno ali s kemijsko modifikacijo naravnega 
antibiotika. Za protibakterijske učinkovine so zaželene lastnosti kot je selektivna toksičnost, 
velik obseg oziroma spekter delovanja na več vrst mikroorganizmov, dolga razpolovna doba 
v plazmi, dobro prodiranje v medceličnino, celice in likvor, možna peroralna uporaba in 
odsotnost stranskih učinkov pri zdravljenju. V skupine jih razdelimo glede na mehanizme 
delovanja in kemično zgradbo. Po učinku na bakterije so baktericidne, ki bakterije ubijejo, 
in bakteriostatične, ki le zavrejo razmnoževanje bakterij. Prav tako jih delimo glede na 
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spekter delovanja na ozkospektralne, ki delujejo na manjše število bakterijskih vrst in na 
širokospektralne, ki delujejo tako na po Gramu negativne kot po Gramu pozitivne bakterije. 
Protibakterijske učinkovine imajo v bakterijski celici različna ciljna mesta, in jih glede na 
mehanizem delovanja delimo v naslednjih 5 skupin: 
 zaviralci celičnega metabolizma (npr. sulfonamidi), 
 zaviralci celične stene (npr. penicilini, cefalosporini, glikopeptidi, bacitracin), 
 zaviralci proteinske sinteze (npr. aminoglikozidi, tetraciklini, makrolidi), 
 zaviralci sinteze jedrnih kislin (npr. sulfonamidi, trimetoprim, kinoloni), 
 zaviralci delovanja celične membrane (npr. polimiksini) (1, 3, 6). 
1.3 Bakterijska odpornost 
Odpornost bakterij (bakterijska rezistenca) se pojavi, ko bakterija preživi kljub zdravljenju 
s protibakterijskim učinkovinami in je lahko naravna (intrinzična) ali pridobljena. Naravna 
odpornost je značilna za celo bakterijsko vrsto ali rod. Pridobljena odpornost je značilna 
samo za posamezne seve neke bakterijske vrste ali rodu in je lahko posledica mutacije 
kromosomskega ali plazmidnega gena posamezne bakterije ali pa pridobitve nove genske 
informacije iz druge bakterije s konjugacijo ali transformacijo. Geni za protimikrobno 
odpornost se lahko prenašajo na bakterijskem kromosomu, plazmidu ali transpozonih. 
Poznamo več mehanizmov bakterijske odpornosti proti protibakterijskim učinkovinam 
(slika 3): sprememba tarčnega mesta, encimska razgradnja (npr. z betalaktamazami), 
neprepustnost oziroma zmanjšana prepustnost celične membrane, sprememba presnovne 
poti, na katero deluje protibakterijska učinkovina, in izčrpavanje iz bakterijske celice z 
aktivnim prenosom (izlivne črpalke) (1, 7). 
 
Slika 3: Mehanizmi bakterijske odpornosti. Prirejeno po (8). 
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Za vsako protibakterijsko učinkovino, uvedeno v klinično prakso, so bakterije hitro razvile 
odpornost in posledično nalezljive bolezni ostajajo eden od glavnih globalnih zdravstvenih 
problemov. Prvi primeri bakterijske odpornosti so se pojavili že takoj po tem, ko so v 
klinično uporabo uvedli prve razrede antibiotikov, in sicer sulfonamide in peniciline. 
Skupine bakterij, kot so sevi Staphylococcus aureus so zelo hitro postali odporni na ta dva 
razreda antibiotikov. Skupino zelo problematičnih bakterij, tako po Gramu pozitivnih kot po 
Gramu negativnih, imenujemo ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, 
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter 
spp.). Večina teh patogenov je multirezistentnih, kar pomeni, da so odporni proti več 
različnim protibakterijskim učinkovinam, kar pa predstavlja v klinični praksi enega 
največjih izzivov. Te bakterije so tudi pogost vzrok smrtno nevarnih bolnišničnih okužb med 
kritično bolnimi in imunsko oslabljenimi bolniki. Prav tako so zaskrbljujoče bolnišnične 
okužbe povzročene s proti meticilin odpornim S. aureus (MRSA), proti vankomicinu 
odpornim S. aureus (VRSA) in proti vankomicinu odpornimi enterokoki (VRE). Na 
svetovnem nivoju se mora spremeniti tudi način, kako se predpisuje in uporablja 
protibakterijske učinkovine, saj bo brez te spremembe vedenja odpornost ostala velika 
grožnja za javno zdravje, kljub razvoju novih protibakterijskih učinkovin. Da bi se izognili 
navzkrižni odpornosti proti trenutnim razredom protibakterijskih učinkovin potrebujemo 
nove učinkovine z novimi mehanizmu delovanja ali proti predhodno neizkoriščenim 
obstoječim vezavnim mestom (7, 9). 
1.4 DNA molekula 
DNA je biološka molekula, ki je pomembna zaradi svoje vloge pri shranjevanju in prenosu 
genetske informacije. Zgrajena je iz nukleinskih kislin povezanih s fosfodiestrskimi vezmi 
in jo najdemo predvsem v kromosomih v celičnem jedru, kjer služi kot shramba za genetske 
informacije, pa tudi v mitohondrijih in kloroplastih. V njej so zapisana navodila za sintezo 
celičnih sestavin. DNA so prvič izolirali iz biološkega materiala leta 1868, vendar so šele 
sredi štiridesetih let 20. stoletja spoznali in dokazali, kako pomembna je vloga molekule 
DNA. Leta 1953 sta Watson in Crick odkrila in določila natančno tridimenzionalno strukturo 
DNA, ki se imenuje tudi sekundarna struktura, kar predstavlja mejnik v zgodovini 
razumevanja DNA. Molekula DNA je sestavljena iz dveh komplementarnih 
polinukleotidnih verig, ki sta zviti v dvojno vijačnico. Sekundarno strukturo predstavlja 
dvojna vijačnica, medtem ko terciarno strukturo predstavlja sproščena krožna ali nadzvita 
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(tudi dodatno zvita) DNA (slika 4). Sproščena oblika nastane, če se samo povežeta oba konca 
linearne molekule, nadzvita oblika pa, če se linearna oblika, tik preden se zapre, vsaj še 
enkrat zasuka okrog svoje osi. Vzrok za pojav dodatnega zvitja ni popolnoma znan, lahko 
pa bi bila prisotnost več kot standardnega običajnega števila baz na enoto dolžine vijačnice 
DNA, kar povzroči napetost v molekuli. Nadzvitje ima lahko biološki pomen, ker postane 
molekula DNA bolj kompaktna in zato zavzame manj prostora v celici, lahko pa bi vplivalo 
tudi na uravnavanje podvojevanja in prepisovanja DNA. Znanih je dovolj dokazov, da in 
vivo obstaja nadzvita oblika, ki pa ni tako stabilna kot sproščena oblika. Najbolj prepričljiv 
dokaz je izolacija in opis beljakovin, ki katalizirajo pretvarjanje med sproščeno in nadzvito 
obliko DNA, in sicer encimov imenovanih topoizomeraze (2). 
 
Slika 4: Prikaz linearne, krožne in nadzvite DNA. Prirejeno po (10). 
1.5 Topoizomeraze 
Topoizomeraze so velika skupina encimov, ki spreminjajo obliko molekule DNA in so 
prisotne v vseh celicah. To so bistveni encimi, ki so potrebni za kontrolo topološkega stanja 
molekule DNA med delitvijo celic in podvojevanjem DNA. Topoizomeraze so sposobne 
prepletanja/razpletanja, vozlanja/razvozlanja in sproščanja dodatno zvite DNA. Z odkritjem 
prve DNA topoizomeraze Jamesa Wanga leta 1971 je to vodilo do hitrega napredka na tem 
področju in se nadaljevalo z odkritjem DNA-giraze iz bakterije E. coli leta 1976. V 
prokariontskih organizmih so encimi topoizomeraze tarče protibakterijskih učinkovin, pri 
evkariontskih organizmih pa so tarče protirakavih učinkovin in potencialne tarče herbicidov. 
Delimo jih na dva glavna tipa topoizomeraz: tip I, ki katalizira cepitev le ene verige 
dvojnovijačne DNA in za delovanje ne potrebuje ATP, in tip II, ki hkrati cepi obe verigi 
dvojnovijačne DNA in je odvisen od ATP. V preglednici I je prikazana razdelitev 
topoizomeraz v več podskupin, odvisno od podrobnejšega mehanizma katalize, razlik v 
aminokislinskem zaporedju, organizma, iz katerega so bile izolirane, in strukture (11-13). 
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Preglednica I: Razdelitev topoizomeraz in njihova struktura (12). 
Poddružina Topoizomeraza (izolacija) Struktura 
IA 
Bakterijska DNA topoizomeraza I (E. coli) monomer 
Bakterijska DNA topoizomeraza III (E. coli) monomer 
DNA topoizomeraza III kvasovk (S. cerevisiae) monomer 
DNA topoizomeraza IIIα pri sesalcih (človek) monomer 
DNA topoizomeraza IIIα pri sesalcih (človek) monomer 
Bakterijska in erhejska reverzna DNA-giraza 
(Sulfolobus acidocaldarius) 
monomer 




Evkariontska DNA topoizomeraza I (človek) monomer 
Poksivirusna topoizomeraza I (Vaccinia) monomer 




Bakterijska DNA-giraza (E. coli) A2B2 heterotetramer 
Bakterijska DNA topoizomeraza IV (E. coli) C2E2 heterotetramer 
DNA topoizomeraza IV iz kvasovk (S. cerevisiae) homodimer 
Človeška DNA topoizomeraza IIα (človek) homodimer 
Človeška DNA topoizomeraza IIβ (človek) homodimer 
IIB 
Arhejska DNA topoizomeraza VI 
(Sulfolobus shibatae) 
A2B2 heterotetramer 
1.6 Bakterijske topoizomeraze 
V razvoju protibakterijskih učinkovin so ena najbolj uveljavljenih tarč bakterijske 
topoizomeraze. V bakterijah najdemo dva različna tipa IIA topoizomeraz, in sicer DNA-
girazo in topoizomerazo IV (topo IV). To sta encima, ki katalizirata spremembe v topologiji 
molekule DNA s cepljenjem in kasnejšo povezavo cepljenih verig DNA. Oba encima sta 
vpletena v zelo pomemben proces podvajanja DNA in sta bistvena za celično sposobnost 
preživetja. Ker sta bistvena za celico, ju to naredi atraktivno tarčo za razvoj novih 
učinkovitejših protibakterijskih učinkovin za boj proti naraščajoči nevarnosti odpornosti 
proti obstoječim protibakterijskim učinkovinam. Podobnosti v strukturi DNA-giraze in 
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topoizomeraze IV ponujajo izjemno priložnost za dvojno tarčno delovanje na ta encima z 
novimi protibakterijskimi spojinami, s čimer se zmanjša verjetnost, da bi proti njim bakterije 
razvile odpornost. Možnost selektivnega delovanja na prokariontsko topoizomerazo II, 
potencialno dualno delovanje in dobro poznana struktura tako naredi encima DNA-giraza in 
topoizomeraza IV atraktivni tarči v zahtevnem iskanju novih protibakterijskih učinkovin 
(13, 14).  
Bakterijska encima DNA-giraza in topoizomeraza IV spadata v širšo družino GHKL 
proteinov (Giraza, Hsp90, histadin kinaza, MutL) zaradi strukturne podobnosti v ATP-
vezavnem mestu z ostalimi člani proteinov iz družine. V isto skupino spada tudi človeška 
topoizomeraza II, ki je tarča v razvoju protitumornih učinkovin. Poleg tega ti encimi 
uporabljajo hidrolizo ATP kot vir energije, kar je skupno številnim človeškim encimom (npr. 
protein kinaze). Zaradi podobnosti ATP-vezavnih mest med bakterijskimi topoizomerazami 
IIA in človeškimi encimi je pomembno pri razvoju ATP-kompetitivnih zaviralcev načrtovati 
selektivne zaviralce bakterijskih encimov (15, 16). 
1.6.1 DNA-giraza 
Bakterijska DNA-giraza je topoizomeraza tipa IIA, ki uvaja dodatne negativne zavoje v 
DNA molekulo. Odkrita je bila leta 1976, ko je bila prvič izolirana iz bakterije E. coli in 
identificirana kot tarča že znanih protibakterijskih učinkovin aminokumarinskega razreda. 
DNA-giraza je sestavljena iz dveh podenot, A (GyrA) in B (GyrB), ki skupaj tvorita tetramer 
A2B2. GyrA je odgovorna za cepitev in ponovno združitev verig, medtem ko je na podenoti 
GyrB na N-terminalnem delu vezavno mesto za ATP (adenozin trifosfat). DNA-giraza je 
dobro znana in validirana tarča v razvoju protibakterijskih učinkovin (16, 17). 
Celotna kristalna struktura encima DNA-giraza še ni bila objavljena, so pa bile določene 
številne kristalne strukture fragmentov encima. Sestavljena je iz dveh domen, N-terminalne 
domene in C-terminalne domene in treh vrat (N-vrata, DNA-vrata in C-vrata), ki se lahko 
zaporedoma odpirajo in zapirajo ter tako omogočijo prehod DNA v različne faze 
katalitičnega cikla. N-vrata so sestavljena iz dveh podenot GyrB, ki vežeta ATP, medtem ko 
je N-terminalna domena podenote GyrA sestavljena iz DNA-vrat in C-vrat (slika 5) (18). 
1.6.2 Topoizomeraza IV 
V devetdesetih letih 20. stoletja, ko je bila že rešena kristalna struktura N-terminalnega 
fragmenta DNA-giraze, so identificirali bakterijski encim topoizomeraza IV s podobno 
strukturo in funkcijo kot DNA-giraza. Encim topoizomeraza IV je pomemben za ločitev 
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novonastalih krožnih DNA med podvojevanjem DNA. Heteromerni encim sestavljata dve 
podenoti C (ParC) in dve podenoti E (Par E), ki sta homologni podenotam GyrA in GyrB 
(slika 5) (17, 18). 
 
Slika 5: Strukturi bakterijskih heteromernih encimov DNA-giraza (levo) in topoizomeraza 
IV (desno). Prirejeno po (19). 
1.7 Zaviralci bakterijskih topoizomeraz tipa IIA 
Zaviralci bakterijskih topoizomeraz tipa IIA običajno zavirajo oba encima, DNA-girazo in 
topoizomerazo IV, vendar z različnimi afinitetami, ki so odvisne od kemijskega razreda 
zaviralcev in bakterijskega seva. Na splošno predstavljajo večtarčni zaviralci obetavno 
strategijo v boju proti bakterijski odpornosti. Posledica zaviranja obeh encimov je, da 
bakterije potencialno težje razvijejo odpornost, ker bi moralo priti do mutacije na vsaj dveh 
mestih v njihovem genomu. Poleg tega pa sta zaradi podobnosti v zaporedju in strukturi obeh 
encimov iz različnih bakterijskih sevov ti dve tarči optimalni za razvoj zaviralcev s 
širokospektralnim protibakterijskim delovanjem (18). 
1.7.1 Zaviralci GyrA in ParC 
Najbolj uporabljeni predstavniki so fluorokinoloni iz skupine kinolonov. Kinoloni so danes 
ena najpomembnejših skupin protibakterijskih učinkovin, ki jih pridobivamo v celoti 
sintetično. Trenutno so v klinični uporabi fluorokinoloni kot edini zaviralci encimov DNA-
giraze in topoizomeraze IV. Fluorokinoloni se vežejo na podenoto GyrA in ParC in 
stabilizirajo kovalentne komplekse DNA-giraze oziroma topoizomeraze IV z molekulo 
DNA, s čimer preprečujejo ponovno združitev obeh verig DNA. Baktericidno delujejo tako, 
da ustavijo cikel podvojevanja DNA, kar vodi do celične smrti. Prvi predstavnik s takim 
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delovanjem je bila nalidiksna kislina (slika 6), ki je služila kot izhodišče za fluorokinolonski 
razred kemoterapevtikov. Številni GyrA zaviralci se uporabljajo v klinični praksi, in sicer 
najbolj znan je ciprofloksacin (slika 6), uporabljajo pa se tudi gemifloksacin, levofloksacin, 
moksifloksacin in ofloksacin. Zaradi pojava bakterij odpornih na fluorokinolone, in zaradi 
nekaterih resnih neželenih učinkov, je klinična uporaba fluorokinolonov omejena. 
Naraščajoča odpornost proti fluorokinolonom spodbuja iskanje zaviralcev novih razredov, 
ki ciljajo različno vezavno mesto na encimu, da bi se izognili navzkrižni odpornosti proti 
fluorokinolonom. Odpornost proti kinolonom je pridobljena in je največkrat posledica 
mutacije genov, ki kodirajo encima DNA-girazo in topoizomerazo IV. Če se ta encima zaradi 
kromosomskih mutacij spremenita je posledično baktericidni učinek kinolonov onemogočen 
(20, 21). 
 
Slika 6: Struktura nalidiksne kisline (levo) in ciprofloksacina (desno). 
1.7.2 Naravni zaviralci GyrB in ParE 
Atraktiven ampak do zdaj manj uspešen pristop v razvoju protibakterijskih učinkovin je 
ciljanje ATP-vezavnega mesta DNA-giraze, ki se nahaja na podenoti GyrB. Prikazano je 
bilo da verjetnost navzkrižne odpornosti med fluorokinoloni in ATP-kompetativnimi 
zaviralci majhna, kar naredi ciljanje GyrB zanimiv pristop v boju proti odpornosti na 
fluorokinolone. Med prvimi znanimi ATP-kompetitivnimi zaviralci DNA-giraze so bili 
aminokumarini, ki so naravni produkti različnih gliv rodu Streptomyces. So močni zaviralci 
DNA-giraze, ki se vežejo na to tarčo z višjo afiniteto kot moderni fluorokinoloni. 
Aminokumarini se vežejo na podenoto GyrB DNA-giraze in podenoto ParE topoizomeraze 
IV ter tekmujejo za vezavo z molekulo ATP. Prvi znani ATP-kompetitivni zaviralec DNA-
giraze je bil naravni produkt aminokumarin novobiocin (slika 7a), ki je bil odkrit med 
mikrobiološkimi presejanji naravnih produktov kot posledica intenzivnega raziskovanja 
protibakterijskih spojin. Kmalu zatem sta bila odkrita tudi njegova analoga, klorobiocin 





Slika 7: Strukture prvih ATP-kompetitivnih zaviralcev podenote B DNA-giraze. Prirejeno 
po (19). 
Novobiocin je bil v klinično prakso uveden v šestdesetih letih 20. stoletja, vendar je bil kljub 
dobremu farmakokinetičnemu profilu kmalu odmaknjen s tržišča, primarno zaradi akutne 
toksičnosti in težav z odpornostjo. Tržil se je kot Albamycin in se uporabljal za po Gramu 
pozitiven spekter delovanja proti okužbam povzročenih z penicilin odpornim S. aureus. Do 
zdaj nobena druga protibakterijska učinkovina na tržišču ni delovala kot ATP-kompetitivni 
zaviralec podenote GyrB encima DNA-giraza in ParE topoizomeraze IV. Novobiocin in 
vitro deluje baktericidno ali bakteriostatično, odvisno od bakterije in uporabljenih testnih 
pogojev. Novobiocin je bil terapevtsko uporabljen primarno za okužbe povzročene zaradi 
proti penicilinu odpornem S. aureus ali v manjši meri za pnevmokokno pljučnico, še posebej 
kadar za zdravljenje ni mogel biti uporabljen penicilin (na primer pri posameznikih s hudo 
alergijo na penicilin). Neuspešna zdravljenja so bila poročana zaradi spontane bakterijske 
rezistence, razvite med zdravljenjem z novobiocinom, kmalu pa so se pojavili tudi problemi 
z omejeno topnostjo in toksičnostjo za evkariontsko celico. Pogosti poročani neželeni učinki 
z uporabo novobiocona so bili izpuščanji, ki so bili včasih resni, opazili pa so tudi 
hematološke motnje in gastrointestinalno intoleranco. Ko so bile na voljo nove vrste 
protibakterijskih učinkovin z večjo učinkovitostjo (npr. cefalosporini), je to povzročilo 
manjšo uporabo novobiocina, s trga pa je bil umaknjen leta 2011 (19-21). 
Koumermicin A1 in klorobiocin sta druga dva aminokumarinska naravna produkta, ki sta 
kazala dobro zaviralno aktivnost na encimu DNA-giraza, ampak nista nikoli prišla na trg 
zaradi neustreznega toksikološkega profila. Številne študije v smeri razvoja izboljšanih 
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analogov novobiocina so bile neuspešne predvsem zaradi neustreznega farmakokinetičnega 
profila in zaradi pomanjkanja mikrobiološke aktivnosti (19, 21). 
Druga skupina naravnih produktov, ki delujejo kot zaviralci DNA-giraze, so ciklotialidini 
(slika 8), izolirani iz gliv rodu Streptomyces. Dokazano je bilo, da delujejo ATP-
kompetitivno, enako kot novobiocin. Resorcinolni obroč ciklotialidinov je vključen v 
podobne vezavne interakcije kot adeninski obroč molekule ATP. V primerjavi z 
aminokumarini imajo boljšo selektivnost in jakost vezave na podenoto B DNA-giraze, 
vendar imajo šibkejšo protibakterijsko delovanje zaradi bolj lipofilne strukture in s tem 
slabši prehod v bakterijsko celično steno. Ciklotialidin ima v primerjavi z novobiocinom 
dvakrat višjo aktivnost na DNA-girazi in je zelo selektiven proti homolognim evkariontskim 
topoizomerazam (21, 22). 
 
Slika 8: Struktura ciklotialidina. Prirejeno po (22). 
Leta 2010 in 2011 sta bila odkrita dva nova naravna zaviralca topoizomeraz, in sicer 
amikolamicin in kibdemomicin. Amikolamicin je bil izoliran iz Amycolatopsis sp. in ima 
močno protibakterijsko delovanje proti po Gramu pozitivnim in nekaterim po Gramu 
negativnim bakterijam. Kibdelomicin je bil izoliran iz bakterij rodu Kibdelosorangium in 
ima širok spekter protibakterijskega delovanja proti po Gramu pozitivnim bakterijam. 
Strukturi amikolamincina in kibdelomicina vključujeta dikloropirol karboksilno kislino ter 
sta dualna zaviralca podenote B DNA-giraze in podenote E topoizomeraze IV (21, 23).  
Spojine iz naravnih virov imajo pogosto zelo dobre in vitro protibakterijske aktivnosti, 
vendar pogosto niso primerne za klinično uporabo zaradi njihove visoke molekularne mase 





1.7.3 Sintezni zaviralci GyrB in ParE 
V preteklih letih je bilo intenzivno raziskovanje usmerjeno v razvoj novih zaviralcev encima 
DNA-giraza GyrB z izboljšanimi encimskimi afinitetami, z bolj učinkovito protibakterijsko 
aktivnostjo in ugodnimi farmakokinetičnimi lastnostmi. Nedavno odkriti zaviralci GyrB 
spadajo v številne kemijske razrede kot so 4,5'-bitiazoli, indolin-2-oni, indazoli, 
imidazo[1,2-α]piridini, benzimidazolsečnine, pirazoltiazoli, azaindoli, pirolpirimidini, 
pirolamidi in tetrahidrobenzotiazoli. Strukture nekaterih izbranih kemijskih razredov so 
prikazane na sliki 9 (20). 
 
Slika 9: Strukture izbranih razredov zaviralcev GyrB/ParE. Prirejeno po (20). 
Kljub temu, da ti zaviralci ciljajo ATP-vezavno mesto GyrB in/ali ParE, običajno kažejo 
dobro selektivnost napram evkariontskim proteinom z ATP-vezavnimi mesti kot so kinaze 
in človeška topoizomeraza II. Kljub prizadevanjem za nadaljnje odkritje zaviralcev GyrB ali 
dvojno ciljanje GyrB/ParE, še noben zaviralec tega tipa, razen novobiocina, ni napredoval v 
klinično uporabo. Zaviralci GyrB/ParE kažejo močne minimalne zaviralne koncentracije 
(MIC) proti po Gramu pozitivnim bakterijam. Bolj zahtevno je doseči dobro protibakterijsko 




2 Namen dela 
Na Katedri za farmacevtsko kemijo Fakultete za farmacijo je bilo nedavno odkritih več novih 
strukturnih tipov ATP-kompetitivnih zaviralcev bakterijskih topoizomeraz kot potencialnih 
protibakterijskih učinkovin. Na podlagi teh strukturnih tipov je bilo načrtovanih in 
sintetiziranih več zaviralcev, ki so zbrani v DNA-girazni knjižnici. Eksperimentalno delo v 
okviru te magistrske naloge bo vključevalo določanje zaviralne aktivnosti spojin iz te 
knjižnice na različnih bakterijskih topoizomerazah z uporabo biokemijskih testov. Spojine 
bomo testirali na encimih DNA-giraza in topoizomeraza IV iz bakterij Escherichia coli (E. 
coli) in Staphylococcus aureus (S. aureus) ter primerjali selektivnost spojin kot potencialnih 
zaviralcev z ozirom na tip topoizomeraz in bakterijski sev. Načrt našega eksperimentalnega 
dela vrednotenja spojin iz DNA-girazne knjižnice kot potencialnih zaviralcev je shematsko 
prikazan na sliki 10. 
 
Slika 10: Shematski prikaz načrta eksperimentalnega dela magistrske naloge. 
 
Priprava raztopin spojin ustreznih koncentracij 
In vitro test na bakterijskih topoizomerazah 
DNA-giraza  
iz E. coli 
DNA-giraza  
iz S. aureus 
Topoizomeraza IV 
iz E. coli 
Topoizomeraza 
IV iz S. aureus 
Rezidualna aktivnost (RA) 
Srednja zaviralna koncentracija (IC50) 
Rezultati in ocena 
biokemijskega testa 
Ovrednotenje selektivnosti 
spojin kot zaviralcev 
Spojine iz DNA-girazne knjižnice 
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Za testiranje spojin bomo uporabili in vitro test nadzvite DNA (DNA Gyrase Supercoiling 
Assay) za encim DNA-giraza iz obeh bakterij in test sproščene DNA (Topoisomerase IV 
Relaxation Assay) za encim topoizomeraza IV iz obeh bakterij. Spojine bomo neposredno 
pred testiranjem pripravili kot raztopine ustrezne koncentracije in jih testirali na encimih po 
protokolu testiranja, ki je z glavnimi koraki prikazan na sliki 11. Celoten protokol testiranja 
je podrobno opisan v poglavju 3.5. 
 
Slika 11: Prikaz postopka testiranja spojin na bakterijskih topoizomerazah. 
Eden izmed glavnih ciljev te magistrske naloge je tudi ocena uporabljenih biokemijskih 
testov, kar bo vključevalo ovrednotenje ponovljivosti rezultatov rezidualne aktivnosti in 
srednje zaviralne koncentracije (IC50) med neodvisnimi ponovitvami testiranj pod enakimi 
delovnimi pogoji v kratkem časovnem obdobju z isto opremo. Neodvisno testiranje pomeni, 
da bomo spojine testirali v različnih dnevih in z različnimi testnimi kompleti. Rezultate 
bomo podali kot povprečje s standardnim odklonom, ki je merilo za razpršenost rezultatov, 
in relativnim standardnim odklonom (RSD). Za vse spojine bomo najprej izvedli presejalni 
test v vsaj dveh koncentracijah in v primeru aktivnosti iz teh rezultatov ocenili IC50 vrednost. 
V naslednjih testiranjih bomo spojinam s testiranjem v sedmih koncentracijah določili IC50 
vrednosti in dobljene rezultate primerjali z napovedanimi rezultati iz presejalnih testov, kar 
bomo uporabili za dodatno oceno ponovljivosti testov.  
Spojine bomo najprej testirali na encimu DNA-giraza iz bakterije E. coli in tiste, ki se bodo 
izkazale za bolj aktivne, v nadaljevanju testirali tudi na DNA-girazi iz bakterije S. aureus in 
topoizomerazi IV iz bakterij E. coli in S. aureus. S testiranjem bi želeli tudi odkriti spojine, 
ki so bolj zaviralno aktivne na obeh bakterijskih encimih DNA-girazi in topoizomerazi IV 
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3 Materiali in metode 
3.1 Testni kompleti 
Izbrane spojine smo testirali s testnimi kompleti »Microplate Assay Kit« proizvajalca 
Inspiralis. Testni kompleti so bili do uporabe shranjeni v originalnem pakiranju v 
zmrzovalniku na –80 °C. Testni komplet je vseboval naslednje: 
 encim, 
 plazmid NO1 (pNO1), 
 tripleks formirajoči biotiniliran oligonukleotid (TFO1), 
 pufer za spiranje »Wash Buffer«, ki je 20-krat koncentriran, 
 pufer za encimski test »Assay Buffer«, ki je 5-krat koncentriran, 
 pufer za redčenje encima »Dilution Buffer«, 
 tripleks formirajoči pufer za končanje encimske reakcije »TF Buffer«, ki je 20-krat 
koncentriran, 
 pufer za vezavo barvila »T10 Buffer«, ki je 20-krat koncentriran, 
 s streptovidinom prevlečena črna mikrotitrska ploščica s 96 vdolbinicami. 
3.1.1 Encimi  
Del testnega kompleta so bili encimi kot heterotetrameri, shranjeni v zmrzovalniku pri –80 
°C. Med postopkom testiranja smo jih hranili na ledeni kopeli, da se je raztopina encima 
počasi talila. Dobavljeni so bili v obliki raztopin v pufru za redčenje »Dilution Buffer«, v 
minimalni aktivnosti, ki je spodaj navedena za posamezen encim, in je podana v enotah 
encimske aktivnosti U na mikroliter (U/µL). Za testiranje spojin smo uporabili naslednje 
encime: 
 DNA-giraza iz bakterije E. coli v minimalni aktivnosti 5 U/µL, 
 topoizomeraza IV iz bakterije E. coli v minimalni aktivnosti 10 U/µL, 
 DNA-giraza iz bakterije S. aureus v minimalni aktivnosti 10 U/µL, 
 topoizomeraza IV iz bakterije S. aureus v minimalni aktivnosti 10 U/µL. 
3.1.2 DNA substrat 
DNA substrat je predstavljal: 
 plazmid NO1 (pBR322) v koncentraciji 1 mg/ml: sproščen plazmid za encim DNA-
girazo in nadzvit plazmid za encim topoizomerazo IV, 




Del testnega kompleta »Microplate Assay Kit« so prav tako koncentrirani testni pufri. 
Shranjeni so bili v testnem kompletu v zmrzovalniku pri –80 °C in razredčeni šele tik pred 
testiranjem z ultra čisto Milli-Q vodo, ki smo jo predhodno sterilizirali. Pufre smo razredčili 
glede na protokol testiranja, opisan v poglavju 3.5.  
Sestava pufrov in koncentracije sestavin v pufru so različne glede na vrsto testnega 
kompleta, kot je prikazano v preglednici II. 
Preglednica II: Prikaz sestave pufrov v štirih testnih kompletih. 
 »E. coli Gyrase 
Microplate Assay Kit« 
»S. aureus Gyrase 
Microplate Assay Kit« 
»E. coli Topo IV 
Microplate Assay Kit« 
»S. aureus Topo IV 
Microplate Assay Kit« 
»Wash 
Buffer« 
20 mM Tris.HCl (pH 
7,6) 
137 mM NaCl 
0,01 % (w/v) BSA 
0,05 % (v/v) Tween 20 
20 mM Tris.HCl (pH 
7,6) 
137 mM NaCl 
0,01 % (w/v) BSA 
0,05 % (v/v) Tween 20 
20 mM Tris.HCl (pH 
7,6) 
137 mM NaCl 
0,01 % (w/v) BSA 
0,05 % (v/v) Tween 20 
20 mM Tris.HCl (pH 
7,6) 
137 mM NaCl 
0,01 % (w/v) BSA 
0,05 % (v/v) Tween 20 
»Assay 
Buffer« 
35 mM Tris.HCl (pH 
7,5) 
2 mM DTT 
1 mM ATP 
0,1 mg/ml abumin 
 
24 mM KCl 
6,5 % (w/v) glicerol 
4 mM MgCl2 
1,8 mM spermidin 
40 mM HEPES.KOH 
(pH 7,6) 
10 mM DTT 
2 mM ATP 
0,05 mg/ml albumin 
500 mM kalijev 
glutamat 
10 mM magnezijev 
acetat 
40 mM HEPES.KOH 
(pH 7,6) 
10 mM DTT 
1 mM ATP 
50 µg/ml albumin 
100 mM kalijev 
glutamat 
10 mM magnezijev 
acetat 
50 mM Tris.HCl (pH 
7,5) 
5 mM DTT 
1,5 mM ATP 
0,05 mg/ml albumin 
350 mM kalijev 
glutamat 
 
5 mM MgCl2 
»Dilution 
Buffer« 
50 mM Tris.HCl (pH 
7,5) 
2 mM DTT 
1 mM EDTA 
50 % (w/v) glicerol 
 
100 mM KCl 
50 mM Tris.HCl (pH 
7,5) 
1 mM DTT 
1 mM EDTA 
40 % glicerol 
40 mM HEPES. KOH 
(pH 7,6) 
1 mM DTT 
1 mM EDTA 
40 % (v/v) glicerol 
100 mM kalijev 
glutamat 
50 mM Tris.HCl (pH 
7,5) 
1 mM DTT 
1 mM EDTA 
40 % (w/v) glicerol 
»TF 
Buffer« 
50 mM natrijev acetat 
(pH 5,0) 
50 mM NaCl 
50 mM MgCl2 
50 mM natrijev acetat 
(pH 5,0) 
50 mM NaCl 
50 mM MgCl2 
50 mM natrijev acetat 
(pH 5,0) 
50 mM NaCl 
50 mM MgCl2 
50 mM natrijev acetat 
(pH 5,0) 
50 mM NaCl 
50 mM MgCl2 
»T10 
Buffer« 
10 mM Tris.HCl (pH 8) 
1 mM EDTA 
10 mM Tris.HCl (pH 8) 
1 mM EDTA 
10 mM Tris.HCl (pH 8) 
1 mM EDTA 
10 mM Tris.HCl (pH 8) 
1 mM EDTA 
Z vsem dobavljenim materialom v testnem kompletu smo ravnali v skladu z informacijami, 
ki nam jih je zagotovil proizvajalec testnega kompleta Inspiralis (25-28). 
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3.2 Spojine in laboratorijska oprema 
Spojine za testiranje zaviralne aktivnosti so bile v suhi obliki, ali pa smo jih našli v DNA-
girazni knjižnici Fakultete za farmacijo raztopljene v dimetilsulfoksidu (DMSO) s končno 
koncentracijo 10 mM. Shranjene so bile v kriovialah v zmrzovalniku pri –20 °C. Kot topilo 
za testne spojine smo uporabili DMSO proizvajalca Acros Organics.  
Kot standardni vzorec smo uporabili zaviralca DNA-giraze novobiocin proizvajalca Sigma-
Aldrich, ki je bil raztopljen v DMSO s končno koncentracijo 2 mM, shranjen v krioviali v 
zmrzovalniku pri –20 °C. 
Za testiranje smo uporabljali s streptovidinom prevlečene črne mikrotitrske ploščice s 96 
vdolbinicami Thermo Scientific (slika 12), ki so bile tudi del testnega kompleta. Ploščice so 
bile do testiranja shranjene v originalnem pakiranju v hladilniku pri –4 °C.  
Za obarvanje tripleksov biotin-oligonukleotid-plazmid smo uporabili barvilo SYBR Gold® 
(Invitrogen), ki ni bil del testnega kompleta proizvajalca Inspiralis. Barvilo je bilo v 
koncentrirani obliki shranjeno v zamrzovalniku pri –18 °C. Pred uporabo smo barvilo 
odtalili in razredčili s pufrom »T10 Buffer«, kot je opisano v protokolu testiranja (poglavje 
3.5). Meritev fluorescence smo izvedli s čitalcem mikrotitrskih ploščic BioTek Synergy HT 
(slika 12) in vrednotili s programsko opremo za podatkovno analizo Gen5. Vrednosti meritve 
fluorescence smo preračunali v rezidualno aktivnost v računalniškem programu Microsoft 
Excel. Krivulje zaviralcev encima in vrednosti srednje zaviralne koncentracije (IC50) smo 
določili z uporabo programskega orodja GraphPad Prism 5.0. 
Pri pripravi raztopin in testiranju smo uporabljali tudi naslednjo laboratorijsko opremo: 
 polavtomatska pipeta 100 – 1000 µL (mLINE 1000, proizvajalec Sartorius), 
 polavtomatska pipeta 20 – 200 µL (mLINE, proizvajalec Sartorius), 
 polavtomatska pipeta 10 – 100 µL (proizvajalec Biohit), 
 polavtomatska pipeta m10 0,5 – 10 µL (proizvajalec Biohit), 
 avtomatska 8-kanalna pipeta 50 – 1200 µL (proizvajalec Biohit), 
 avtomatska 8-kanalna pipeta 10 – 300 µL (proizvajalec Biohit), 
 avtomatska 8-kanalna pipeta 0,2 – 10 µL (eLINE, proizvajalec Biohit), 




Slika 12: Čitalec mikrotitrskih ploščic BioTek Synergy HT in s streptovidinom prevlečena 
črna mikrotitrska ploščica s 96 vdolbinicami. 
3.3 Test nadzvite/sproščene DNA 
Pri eksperimentalnem delu smo za testiranje encimske zaviralne aktivnosti izbranih spojin 
uporabili in vitro test, ki smo ga izvedli na mikrotitrski ploščici. Testiranje zaviralne 
aktivnosti spojin na rekombinantnem encimu DNA-girazi smo izvedli s testom nadzvite 
DNA (DNA Gyrase Supercoiling Assay) in na encimu topoizomeraza IV s testom sproščene 
DNA (Topoisomerase IV Relaxation Assay). Uporabljen in vitro encimski test temelji na 
sposobnosti imobiliziranega oligonukleotida, da veže nadzvito DNA in tvori 
intermolekularne triplekse. Negativno nadzvit plazmid tvori intermolekularne triplekse 
biotin-oligonukleotid-plazmid učinkoviteje kot plazmid v sproščeni obliki, zato je pri 
negativno nadzvitem plazmidu odčitana vrednost fluorescence višja kot pri plazmidu v 
sproščeni obliki (29-32). Pri testu nadzvite/sproščene DNA smo uporabili s streptavidinom 
prevlečene mikrotitrske ploščice s 96-vdolbinicami. Ko smo v vsako vdolbinico mikrotitrske 
ploščice dodali oligonukleotid, se je ta imobiliziral v vdolbinice zaradi močnih interakcij 
med biotinom in proteinom streptavidinom. Presežek TFO1 smo sprali iz vdolbinic s pufrom 
za spiranje »Wash Buffer«.  
Nato smo dodali raztopine spojin zaviralcev in v primeru:  
 testa nadzvite DNA za encim DNA-giraza: dodan je bil sproščeni plazmid in ob 
delovanju encima DNA-giraze postal nadzvit, 
 testa sproščene DNA za encim topoizomeraza IV: dodan je bil nadzvit plazmid NO1 
in ob delovanju encima topoizomeraza IV postal sproščen. 
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 Shematski prikaz vloge encimov DNA-giraza in topoizomeraza IV je prikazan na sliki 13. 
Slika 13: Prikaz vloge encimov DNA-giraza in topoizomeraza IV. 
Količina nadzvitega plazmida v reakciji je bila odvisna od encimske katalitične aktivnosti, 
kar je nakazovalo na učinkovitost uporabljenega zaviralca oziroma v našem primeru spojin. 
Reakcij se je ustavila z dodatkom tripleks formirajočega pufra »TF Buffer« in znižanjem 
pH. Sproščen (nevezan) plazmid smo nato sprali iz vdolbinic s pufrom »TF Buffer«. Vezani 
kompleks med oligonukleotidom in nadzvitim plazmidom smo označili s fluorescenčnim 
barvilom in pomerili polarizacijo fluorescence v čitalcu mikrotitrskih ploščic. Večja količina 
vezanega nadzvitega plazmida se je kazala v močnejšem fluorescenčnem signalu, kar 
pomeni: 
 večja aktivnost DNA-giraze (ni zaviranja encima) je povzročila višjo fluorescenco 
in s tem temnejše obarvanje, nižja aktivnost DNA-giraze pa svetlejše obarvanje.  
 večja aktivnost topoizomeraze IV (ni zaviranja encima) je povzročila nižjo 
fluorescenco in s tem svetlejše obarvanje, pri nižji aktivnosti topoizomeraze IV pa 
smo dobimo temnejše obarvanje.  
Večja kot je bila aktivnost DNA-giraze ali topoizomeraze IV, slabši zaviralec je bila naša 
spojina in obratno. Potek testa nadzvite/sproščene DNA je slikovno prikazan na sliki 14. 
 
Slika 14: Prikaz poteka encimskega testa. 
DNA-giraza 
topoizomeraza IV 
nadzvita DNA sproščena DNA 
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Pri vsakem testu smo v dvojnikih pripravili pozitivno (z encimom, brez zaviralcev) in 
negativno kontrolo (brez encima in zaviralcev). Kot standardni vzorec smo uporabili 
novobiocin v dveh podvojenih koncentracijah, različnih glede na testiran encim. 
Koncentracija DMSO (slednji je bil uporabljen kot topilo za testirane spojine), ni smela biti 
višja od 5 %, ker bi višja koncentracija lahko vplivala zaviralno na encim. Encimski test smo 
uporabili za presejanje spojin, kar smo običajno izvedli s testiranjem spojine pri v dveh 
koncentracijah, za najbolj aktivne spojine smo določili tudi srednje zaviralne koncentracije 
spojine (IC50) izražene v enoti µM, s testiranjem spojin v večjem koncentracijskem razponu 
(29-32). 
3.4 Priprava testnih raztopin 
Zamrznjene spojine iz knjižice smo pred testiranjem odtalili in v predhodno steriliziranih 
plastičnih epruvetkah razredčili v ustrezne koncentracije. Če spojine še niso bile pripravljene 
v kriovialah v DNA-girazni knjižnici spojin, smo v novo kriovialo natehtali okrog 1-2 mg 
spojine in pripravili raztopino s končno koncentracijo 10 mM v DMSO. Za pripravo višjih 
koncentracij zaviralcev (od 800 µM do 50 µM) smo za redčitev uporabili raztopino 0,008 % 
Tweena in za pripravo nižjih koncentracij zaviralcev (od 40 µM do 0,01 µM) smo uporabili 
raztopino 0,008 % Tweena z 10 % DMSO. Različno raztopino za redčenje smo uporabili, da 
so vse raztopine vsebovale podobno količino topila DMSO in da končna koncentracija 
DMSO-ja ni presegla 5 %. Raztopino 0,008 % Tweena smo pripravili tako, da smo s sterilno 
ultra čisto Milli-Q vodo, v plastični tubi redčili 40 µL 10 % Tweena na 50 mL. V drugi 
plastični tubi smo raztopino 0,008 % Tweena z 10 % DMSO pripravili tako, da smo v 27 
mL predhodno pripravljene raztopine 0,008 % Tweena dodali 3 mL DMSO ter premešali. 
Pri testiranju smo pripravljali raztopine spojin na dva načina, in sicer prvi način za presejalne 
teste v dveh koncentracijah v razmerju 10:1 in drugi način v sedmih koncentracijah za 
določitev srednje zaviralne koncentracije (IC50). Pri obeh načinih smo v plastične epruvetke 
pripravljali 10-krat višje koncentracije spojin, ker so se raztopine 10-krat redčile med samim 
protokolom testiranja. Za spojine smo najprej vedno izvedli presejalni test in ga po potrebi 
ponovili, dokler nismo iz rezultatov lahko ocenili območje IC50 vrednosti, ali spojino 
označili kot neaktivno. Ko smo spojinam iz presejalnih testov lahko ocenili območje IC50 
vrednosti, smo te spojine testirali za določitev IC50 v sedmih koncentracijah. Najprej smo 
pripravili osnovno raztopino spojine in iz nje nato stopenjsko redčili v šest nadaljnjih 
koncentracij. Najpogostejše koncentracije osnovnih raztopin spojin so se za manj aktivne 
nahajale v območju od 800 µM in za najbolj aktivne vse do 0,01 µM.  
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Pri pripravi raztopin spojin smo vse pripravljene raztopine v epruvetkah dobro premešali z 
vibracijskim mešalnikom. V nadaljevanju je opisan primer redčenja spojine za testiranje pri 
koncentraciji 100 µM. Za pripravo raztopine spojine končne koncentracije 100 µM smo v 
sterilizirane plastične epruvetke pripravili osnovno raztopino v koncentraciji 1000 µM. 
Pripravili smo jo tako, da 5 µL 10 mM spojine v DMSO redčimo z 45 µL 0,008 %. 
Pripravljena raztopina spojine se je nato med testiranjem 10-krat redčila v mikrotitrski 
ploščici, saj smo v vsako vdolbinico dali 3 µL raztopine spojine, 3 µL encima in 24 µL 
mešanice (pufer, voda in plazmid). Ker smo presejalne teste izvajali pri dveh koncentracijah, 
smo pripravili še raztopino končne koncentracije 10 µM, za kar smo potrebovali 100 µM 
osnovno raztopino, ki smo jo pripravili tako, da smo 5 µL 1000 µM raztopine spojine redčili 
z 45 µL raztopine 0,008 % Tweena z 10 % DMSO. Ko pa smo želeli iz 100 µM pripraviti 
sedem koncentracij s stopenjskim redčenjem za določanje IC50 vrednosti, smo ponovno 
najprej pripravili osnovno raztopino s koncentracijo 1000 µM, ki smo nato redčili v nadaljnje 
koncentracije z različnim postopkom stopenjskega redčenja glede na testirani encim, kot je 
to prikazano v preglednici III. 
Preglednica III: Korak in postopek stopenjskega redčenja glede na testirani encim za 
pripravo raztopin spojin za določanje IC50 vrednosti. 
Bakterijski encim Postopek stopenjskega redčenja spojin za določanje IC50 
DNA-giraza iz E. coli 
Korak redčenja je 0,375, in sicer: 15 µL raztopine spojine 
redčimo v 25 µL 0,008 % Tweena z 10 % DMSO. 
DNA-giraza iz S. aureus 
Korak redčenja je 0,25, in sicer: 10 µL raztopine spojine 
redčimo v 30 µL 0,008 % Tweena z 10 % DMSO. 
Topoizomeraza IV iz  
E. coli in S. aureus 
Korak redčenja je 0,5, in sicer: 20 µL raztopine spojine 
redčimo v 20 µL 0,008 % Tweena z 10 % DMSO. 
V primeru testiranja na encimu DNA-giraza iz bakterije E. coli smo pred začetkom postopka 
stopenjskega redčenja v prvo epruvetko pripravili osnovno raztopino, v ostalih šest pa smo 
z multikanalno pipeto odpipetirali 25 µL raztopine 0,008 % Tweena z 10 % DMSO. V drugi 
plastični epruvetki smo iz prve plastične epruvetke 15 µL osnovne raztopine spojine v 
koncentraciji 1000 µM redčili v predhodno odpipetiranih 25 µL 0,008 % Tweena z 10 % 
DMSO. Nato smo iz nastale raztopine v koncentraciji 37,5 µM odpipetirali 15 µL in v tretji 
plastični epruvetki redčili v 25 µL 0,008 % Tweena z 10 % DMSO. Nato smo iz nastale 
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raztopine spojine v koncentraciji 14,1 µM odpipetirali 15 µL in v četrti plastični epruvetki 
redčili v predhodno odpipetiranih 25 µL 0,008 % Tweena z 10 % DMSO. Postopek 
stopenjskega redčenja smo ponovili še 4-krat in tako pripravili še raztopine spojin naslednjih 
koncentracij: 5,27 µM, 1,98 µM, 0,74 µM in 0,28 µM. V primeru testa določanja IC50 za 
druge koncentracije smo pripravili osnovne raztopine drugih koncentracij spojin in jih 
stopenjsko redčili po opisanem načinu ter upoštevali korak redčenja glede na testirani encim. 
Slika 15 prikazuje primer načrta za pripravo raztopin spojin ustreznih koncentracij za testno 
ploščico.  
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A 
Spojina 1     
100 µM 
Spojina 2     
40 µM 
Spojina 3   
800 µM 
Spojina 4   
10 µM 
Spojina 5   
4 µM 
Spojina 6   
10 µM 
Spojina 7   
100 µM 
Spojina 8   
1 µM 
Spojina 9   
100 µM 
Spojina 9   
10 µM 
Spojina 17   
100 µM 
Spojina 17   
10 µM 
B 
Spojina 1    
37,5 µM 
Spojina 2    
15 µM 
Spojina 3   
300 µM 
Spojina 4   
3,75 µM 
Spojina 5   
1,5 µM 
Spojina 6   
3,75 µM 
Spojina 7   
37,5 µM 
Spojina 8   
0,38 µM 
Spojina10   
100 µM 
Spojina 10   
10 µM 
Spojina 18   
100 µM 
Spojina 18   
10 µM 
C 
Spojina 1     
14,1 µM 
Spojina 2     
5,63 µM 
Spojina 3   
113 µM 
Spojina 4   
1,41 µM 
Spojina 5   
0,56 µM 
Spojina 6   
1,41 µM 
Spojina 7   
14,1 µM 
Spojina 8   
0,14 µM 
Spojina 11   
100 µM 
Spojina 11   
10 µM 
Spojina 19   
100 µM 
Spojina 19   
10 µM 
D 
Spojina 1   
5,27 µM 
Spojina 2   
2,1 µM 
Spojina 3   
42 µM 
Spojina 4   
0,53 µM 
Spojina 5   
0,21 µM 
Spojina 6   
0,53 µM 
Spojina 7   
5,27 µM 
Spojina 8   
0,053 µM 
Spojina 12   
100 µM 
Spojina 12       
10 µM 
Spojina 20   
100 µM 
Spojina 20   
10 µM 
E 
Spojina 1     
1,98 µM 
Spojina 2     
0,79 µM 
Spojina 3   
15,8 µM 
Spojina 4   
0,20 µM 
Spojina 5   
0,08 µM 
Spojina 6   
0,20 µM 
Spojina 7   
1,98 µM 
Spojina 8   
0,02 µM 
Spojina 13   
100 µM 
Spojina 13   
10 µM 
Spojina 21   
100 µM 
Spojina 21   
10 µM 
F 
Spojina 1     
0,74 µM 
Spojina 2     
0,30 µM 
Spojina 3   
5,9 µM 
Spojina 4   
0,07 µM 
Spojina 5   
0,03 µM 
Spojina 6   
0,07 µM 
Spojina 7   
0,74 µM 
Spojina 8   
0,007 µM 
Spojina 14   
100 µM 
Spojina 14   
10 µM 
Spojina 22   
100 µM 
Spojina 22   
10 µM 
G 
Spojina 1     
0,28 µM 
Spojina 2     
0,11 µM 
Spojina 3   
2,2 µM 
Spojina 4   
0,028 µM 
Spojina 5   
0,011 µM 
Spojina 6   
0,028 µM 
Spojina 7   
0,28 µM 
Spojina 8   
0,003 µM 
Spojina 15   
100 µM 
Spojina 15   
10 µM 
Spojina 23   
100 µM 
Spojina 23   
10 µM 
H 0 % 0 % 
NB    
0,2 µM 
NB    
0,2 µM 
NB    
0,1 µM 
NB    
0,1 µM 
100 % 100 % 
Spojina 16   
10 µM 
Spojina 16   
1 µM 
Spojina 24   
10 µM 
Spojina 24      
1 µM 
Slika 15: Prikazan primer načrta za pripravo raztopin spojin za testiranje. 
Na sliki 15 je prikazano naslednje: 
 z modro so obarvane aktivne spojine za določanje IC50 vrednosti v sedmih 
koncentracijah z različnim korakom redčenja glede na testirani encim. V prikazanem 
primeru je korak redčenja 0,375 za testiranje na DNA-girazi iz E. coli, 
 s sivo so obarvane spojine za presejalne teste v dveh koncentracijah v razmerju 10:1 
(prikazane koncentracije 100 µM/10 µM in 10 µM/1 µM), 
 oranžno je obarvana podvojena negativna kontrola (prikazano kot 0 %) in podvojena 
pozitivna kontrola (prikazano kot 100 %) ter raztopine standardnega vzorca 
novobiocina v dveh podvojenih koncentracijah glede na encim testiranja. V 
prikazanem primeru sta to koncentraciji 0,2 µM in 0,1 µM raztopine novobiocina. 





3.4.1 Kontrola testiranja 
Za kontrolo testiranja spojin na encimu DNA-giraza iz bakterije E. coli smo uporabili 0,2 in 
0,1 µM raztopino novobiocina. Osnovno raztopino smo pripravili tako, da smo v tubi 5 µL 
2 mM novobiocina v DMSO redčili z 4995 µL 0,008 % Tweena z 10 % DMSO. Tako smo 
dobili raztopino, ki ustreza končni koncentraciji 0,2 µM novobiocina in smo jo za pripravo 
0,1 µM raztopine redčili v razmerju 1:2. Raztopini novobiocina koncentracije 0,1 µM in 0,2 
µM smo uporabili kot kontrolo, po končanem testiranju smo iz dobljenih rezidualnih 
aktivnosti pri obeh koncentracijah ocenili IC50 vrednost novobiocina in jo primerjali z IC50 
vrednostjo iz literature, ki je 0,08 µM (33). 
Za testiranje na ostalih encimih smo za kontrolo pripravili raztopine novobiocina na enak 
način kot pri encimu DNA-giraza iz bakterije E. coli, vendar smo uporabili drugi dve 
koncentraciji glede na testirani encim za določitev IC50 vrednosti novobiocina. Za kontrolo 
testiranja spojin na encimu DNA-giraza iz bakterije S. aureus smo uporabili raztopini 
novobiocina koncentracije 0,1 in 0,01 µM. Iz rezidualnih aktivnosti pri obeh koncentracijah 
smo določi IC50 vrednost novobiocina in jo za kontrolo testiranja primerjali z IC50 vrednostjo 
iz literature, ki je 0,01 µM (33). Za kontrolo testiranja spojin na encimu topoizomeraza IV 
iz bakterij E. coli in S. aureus smo uporabili raztopino novobiocina koncentracije 25 in 5 
µM. Iz rezidualnih aktivnosti pri teh dveh koncentracijah smo določili IC50 vrednost 
novobiocina in jo za kontrolo testiranja primerjali z IC50 vrednostjo iz literature, ki je za 
encim topoizomeraza IV iz E. coli 10 µM in topoizomeraza IV iz S. aureus 20 µM (33). 
Za podvojeno slepo raztopino oziroma negativno kontrolo (popolno zaviranje encima ali 
rezidualna aktivnost 0 %) in podvojeno pozitivno kontrolo (ni zaviranja encima ali 
rezidualna aktivnost 100 %) smo namesto raztopin spojin v ustrezne vdolbinice na 
mikrotitrski ploščici dodali raztopino 0,008 % Tweena z 10 % DMSO. Med protokolom 
testiranja v podvojeno negativno kontrolo nismo dodali encima, ampak pufer »Dilution 





3.5 Protokol testiranja 
Med izvajanjem testiranja na vseh štirih encimih smo sledili naslednjemu protokolu (25-29): 
0. Določitev encimske aktivnosti 
Opravimo celotni protokol testiranja z naslednjo spremembo v koraku 3 (Inkubacija 
encima s substrati): 
a. Pripravimo mešanico (enako za vse testirane encime): 
48 µL pufra »Assay Buffer«, 6 µL sproščenega plazmida NO1, 4,2 µL DMSO in 
282,8 µL ultra čiste Milli-Q vode. 
b. Dodamo 27 µL zgornje mešanice v vsako vdolbinico v mikrotitrski ploščici. 
c. Pripravimo raztopine encima različnih koncentracij (ena izmed njih je slepa 
raztopina) v pufru »Dilution Buffer« in dodamo 3 µL v vsako vdolbinico. 
d. Premešamo s pipetiranjem in inkubiramo 30 minut pri 37 °C. 
1. Rehidracija mikrotitrske ploščice 
a. Pripravimo pufer za spiranje »Wash Buffer« tako, da razredčimo 7 mL pufra z 133 
mL ultra čiste Milli-Q vode, ki smo jo predhodno sterilizirali. 
b. V vdolbinice odpipetiramo 3-krat 200 µL pufra, počakamo in zlijemo pufer stran.  
c. S pipeto posrkamo ostanek pufra v vdolbinicah. 
2. Imobilizacija oligonukleotida 
a. Pripravimo oligonukleotid tako, da 700 µL 10 µM TFO1 dodamo 13,30 mL pufra 
za spiranje »Wash Buffer«. 
b. Dodamo 100 µL 500 nM TFO1 v vsako vdolbinico. 
c. Inkubiramo 5 minut na sobni temperaturi. 
d. Zlijemo oligonukleotid iz vdolbinic in ostanek 3-krat speremo z 200 µL pufra 
»Wash Buffer«. Ostanek pufra posrkamo s pipeto. 
 Ko testiramo encim bakterije S. aureus, speremo vdolbinice še enkrat z 200 µL ultra 
čiste Milli-Q vode in posrkamo vso vodo iz vdolbinic s pipeto. 
3. Inkubacija encima s substrati 
a. Pripravimo mešanico 760 µL pufra »Assay Buffer«, 2185 µL ultra čiste Milli-Q 
vode in 95 µL plazmida NO1. 
b. V vsako vdolbinico dodamo 24 µL pripravljene mešanice. 
c. V skladu z dobljenim rezultatom določitve encimske aktivnosti ustrezno redčimo 
testirani encim DNA-giraza ali topoizomeraza IV s pufrom »Dilution Buffer«. 
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d. Dodamo v vsako vdolbinico 3 µL encima (razen v negativno kontrolo dodamo 
namesto encima 3 µL pufra »Dilution Buffer«). 
e. Dodamo v vdolbinico 3 µL spojine oziroma zaviralca (ali za pozitivno kontrolo 
raztopino 0,008 % Tweena z 10 % DMSO). 
f. Premešamo s pipetiranjem in pustimo, da reakcija poteka medtem ko inkubiramo 
30 minut pri 37 °C. 
4. Tvorba tripleksov: biotin-oligonukleotid-plazmid 
a. Pripravimo pufer »TF Buffer« tako, da razredčimo 5 mL pufra z 95 mL ultra čisto 
Milli-Q vodo. 
b. Dodamo 100 µL pufra »TF Buffer« v vsako vdolbinico, premešamo s pipetiranjem 
in inkubiramo 30 minut pri sobni temperaturi. 
c. Po 30 minutah vsebino zlijemo iz vdolbinico in 3-krat speremo s 200 µL pufra »TF 
Buffer«. Ostanek pufra posrkamo s pipeto. 
5. Obarvanje tripleksov 
a. Pripravimo pufer »T10 Buffer« tako, da razredčimo 1,1 mL pufra z 20,9 mL ultra 
čisto Milli-Q vodo. 
b. TF pufru dodamo 2,2 µL barvila SYBR Gold (Invitrogen). 
c. Dodamo 200 µL mešanice v vsako vdolbinico in inkubiramo v temi 10-20 minut 
pri sobni temperaturi. 
6. Merjenje fluorescence 
a. Premešamo mešanico in fluorescenco pomerimo v BioTek Synergy HT (ekscitacija 
pri 485 nm in emisija pri 535 nm). 
Vso ultra čisto Milli-Q vodo in nastavke za pipetiranje, ki smo jo uporabljali med 





3.6 Analiza rezultatov 
Meritev fluorescence, ki smo jo izvedli z uporabo čitalca mikrotitrskih ploščic BioTek 
Synergy HT, smo vrednotili s programsko opremo za podatkovno analizo Gen5. Kot rezultat 
meritve fluorescence, smo dobili obarvan primer rezultatov testiranja spojin na encimu 
DNA-giraza iz bakterije E. coli kot je prikazan na sliki 16, kjer predstavlja svetlejše 
obarvanje in nižje število manjšo aktivnost spojine, nasprotno pa temnejše obarvanje in višje 
število predstavlja večjo aktivnost spojine. Prikaz rezultatov meritve fluorescence na sliki 
ustreza mikrotitrski ploščici s 96 vdolbinicami. 
  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A 5244 3718 2833 4724 1554 1502 10791 13010 11129 13036 13802 12299 
B 10337 1284 3229 5589 1353 1276 11775 14583 9373 13152 6797 4091 
C 10898 1724 2400 7397 4585 1402 14788 15076 1732 10896 14715 14323 
D 11383 5859 2401 9110 8608 2498 14899 14974 3072 7831 1952 3836 
E 10519 7811 2297 11926 11838 6605 14292 14445 7384 11923 9164 12575 
F 10918 11064 4341 13395 14619 11563 14506 13707 1329 10480 6659 11920 
G 10336 12895 8689 13789 14599 12931 6593 10399 1611 10897 6096 7495 
H 1166 1120 2863 3074 4905 4432 13196 13230 1854 12000 13780 9741 
Slika 16: Prikaz vrednosti meritve fluorescence. 
Dobljene rezultate meritve fluorescence smo v programu Microsoft Excel pretvorili v 
rezultat v obliki rezidualne aktivnosti (RA) encima. Izmerjene vrednosti smo preračunali v 
odstotek rezidualne aktivnosti [%] po naslednjem razmerju in enačbi: 
𝑅𝐴 =  
𝑖𝑧𝑚𝑒𝑟𝑗𝑒𝑛𝑎 𝑣𝑟𝑒𝑑𝑛𝑜𝑠𝑡 − 𝑠𝑙𝑒𝑝𝑎 𝑣𝑟𝑒𝑑𝑜𝑠𝑡
𝑅𝐴 (100 %) − 𝑠𝑙𝑒𝑝𝑎 𝑣𝑟𝑒𝑑𝑛𝑜𝑠𝑡
 × 100 
RA pomeni odstotek rezidualne aktivnosti, RA (100 %) je povprečje vrednosti H7 in H8 
(obarvano temno), slepa vrednost pa je povprečje vrednosti H1 in H2 (obarvano svetlo). 
Rezidualna aktivnost nam pove, kolikšna je izguba aktivnosti encima zaradi prisotnosti 
zaviralca. Rezidualna aktivnost 0 % pomeni, da je encim povsem neaktiven oziroma je 
popolno zaviranje encima in spojina je aktivna. Nasprotno pa 100 % aktivnost pomeni, da je 
encim v polni meri aktiven oziroma ni zaviranja encima in spojina ni aktivna. Na sliki 17 je 
prikazan primer preračunanih meritev fluorescence v rezidualno aktivnost v programu 
Microsoft Excel za spojine, ki smo jih testirali. Kot lahko vidimo na sliki, so bile preračunane 
rezidualne aktivnosti v nekaterih primerih nižje od 0 % ali višje od 100 %, kar pa je posledica 
napak med postopkom testiranja in se kažejo na meritvah fluorescence in posledično na 
rezultatih rezidualnih aktivnosti. 
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  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A 34 21 14 30 3 3 80 98 83 99 105 92 
B 76 1 17 37 2 1 88 111 68 99 47 24 
C 81 5 10 52 29 2 113 115 5 81 112 109 
D 85 39 10 66 62 11 114 115 16 55 7 22 
E 78 55 10 89 89 45 109 110 52 89 66 95 
F 81 82 26 102 112 86 111 104 2 77 46 89 
G 76 97 63 105 111 98 45 77 4 81 41 53 
H 0 0 14 16 31 27 100 100 6 90 105 71 
Slika 17: Prikaz vrednosti meritev v odstotku rezidualne aktivnosti. 
V programu GraphPad Prism 5.0 smo za spojine, ki smo jim določili IC50 vrednost z 
meritvami v sedmih koncentracijah, izrisali sigmoidne krivulje zaviranja encima. Z 
nelinearno regresijo smo za testirane spojine izračunali IC50 vrednost, izraženo v 
koncentraciji µM. Upoštevali smo rezidualne aktivnosti pri vseh sedmih koncentracijah, pri 
katerih smo spojino testirali, razen v primeru, ko so posamezne rezidualne aktivnosti preveč 
odstopale od ostalih. V tem primeru smo te vrednosti izločili in jih nismo upoštevali pri 
izračunu IC50 in izrisu krivulje. Na sliki 18 je prikazan primer izrisane krivulje zaviranja 
encima za spojino 63 iz vseh sedmih koncentracij z uporabo programom GraphPad Prism. 
Spojina je bila testirana na encimu DNA-giraza iz bakterije E. coli. 
 















4 Rezultati in razprava 
4.1 Rezultati testiranj na bakterijskih topoizomerazah 
Testirali smo 80 spojin iz DNA-girazne knjižnice, in sicer spojine 2-81. Spojine smo po 
kemijski strukturi razdelili v tri glavne skupine: tetrahidrobenzotiazole, benzotiazole in 
fenilpirolamide. Največ spojin smo testirali na encimu DNA-giraza iz bakterije E. coli in 
spojine, ki so se na tem encimu izkazale za bolj zaviralno aktivne, smo testirali tudi na 
encimih DNA-giraza iz bakterije S. aureus in topoizomeraza IV (topo IV) iz bakterij E. coli 
in S. aureus. Spojine smo na vseh encimih najprej testirali v presejalnih testih pri različnih 
koncentracijah in jim določili rezidualno aktivnost (RA). Rezidualna aktivnost je razmerje 
med aktivnostjo encima v prisotnosti zaviralca in aktivnostjo encima v njegovi odsotnosti, 
izražena v %. Nižja rezidualna aktivnost pri določeni koncentraciji pomeni, da je spojina 
boljši zaviralec testiranega encima. Bolj aktivnim spojinam smo na encimih določili tudi 
srednjo zaviralno aktivnost (IC50), kar je koncentracija zaviralca, ki povzroči za 50 % 
zmanjšanje aktivnosti encima. Test določanja IC50 vrednosti v sedmih koncentracijskih 
točkah smo večini bolj aktivnim spojinam izvedli samo v eni ponovitvi, medtem ko smo za 
nekatere najbolj aktivne spojine izvedli v vsaj dveh neodvisnih ponovitvah in rezultat IC50 
vrednost podali kot povprečno vrednost s standardnim odklonom. 
Za ovrednotenje ponovljivosti rezultatov testiranj smo za spojine na vseh štirih encimih 
primerjali napovedane IC50 vrednosti iz presejalnih testov z dejansko določenimi IC50 
vrednosti pri testih za določitev IC50 vrednosti. Primerjali smo tudi določene IC50 vrednosti 
za eno spojino pri vsaj dveh neodvisnih ponovitvah testa in rezidualne aktivnosti iz 
presejalnih testov za eno spojino pri isti koncentraciji v dveh neodvisnih ponovitvah. 
Za kontrolo testiranj na vseh encimih smo kot standardni vzorec uporabili novobiocin (1). 
Pri vseh naših testiranjih so bile IC50 vrednosti novobiocina in s tem kontrole testiranja 
ustrezne, saj določene IC50 vrednosti niso bistveno odstopale od vrednosti navedenih v 
literaturi, ki so za encim DNA-giraza iz E. coli 0,08 µM, DNA-giraza iz S. aureus 0,01 µM, 
topoizomeraza IV iz E. coli 10 µM in topoizomeraza IV iz S. aureus 20 µM (33). 
Pred testiranjem smo plastične epruvetke, nastavke za pipetiranje in ultra čisto Milli-Q vodo 
sterilizirali z avtoklaviranjem, da smo deaktivirali morebitne prisotne encime DNaze, ki 
razgrajujejo dvoverižno DNA. Naš substrat vsebuje DNA in bi v primeru prisotnosti DNaz 
pri uporabljenem materialu to vplivalo na rezultate testiranja.  
Rezultati našega testiranja na vseh štirih bakterijskih encimih so prikazani v preglednici IV. 
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Preglednica IV: Zaviralne aktivnosti v obliki rezidualne aktivnosti ali IC50 vrednosti na 
encimih DNA-giraza iz E. coli in S. aureus in topoizomeraza IV iz E. coli in S. aureus, ki 





IC50 vrednost (µM) ali rezidualna aktivnost (%) 
DNA-giraza iz  
E. coli 
DNA-giraza iz  
S. aureus 
Topo IV iz  
E. coli 
Topo IV iz  
S. aureus 
TETRAHIDROBENZOTIAZOLI 
2 TAL-23 0,059 34,4 15,2 97 %10 
3 TAL-34 0,084 neaktivna 34%10 neaktivna 
4 TAL-43 0,031 ± 0,015 67 %10 67 %100 neaktivna 
5 TEL-43 0,079 2,7 34 %100 neaktivna 
BENZOTIAZOLI 
6 KMB-21 0,014 0,75 0,62 1,12 
7 KMB-25 0,060** neaktivna 60 %10 neaktivna 
8 KMB-72 0,0070 57%10 0,16 2,00 
9 KMB-94 0,0048 ± 0,0044 0,047 ± 0,031 0,085 0,38 
10 KMB-95 0,054 62 %10 1,20 1,8 
11 KMB-100 0,018 ± 0,010 0,55 63 %0,1 1,51 
12 KOB-9 0,56 / / / 
13 KOB-10 0,033 74 %0,1 100 %0,1 97 %0,1 
14 KOB-14 0,034 49 %1 64 %0,1 28 %1 
15 KOB-18 neaktivna / / / 
16 KOB-20 0,0060 ± 0,0002 0,25 0 %0,1 36 %0,1 
17 KOB-23 0,0081 ± 0,0002 0,57 73 %1 1,47 
18 KOB-27 0,041 69 %1 28 %1 82 %1 
19 KOB-29 0,014 ± 0,000 0,017 0 %0,1 10 %0,1 
20 KOB-31 62 %10 / / / 
21 KOB-33 0,0099 ± 0,0081 68 %0,01 0 %0,1 7%0,1 
22 KOB-34 0,021± 0,026 0,027 100 %0,1 62 %0,1 
23 KOB-36 0,018 0,16 100 %0,1 57 %0,1 
24 KOB-39 0,68 / / / 
25 KOB-40 0,0051 ± 0,0050 0,026 0 %0,1 8 %0,1 
26 KOB-41 0,028 47 %1 28%10 33 %10 
27 LDN-5 0,020 73 %1 61 %10 82 %10 







IC50 vrednost (µM) ali rezidualna aktivnost (%) 
DNA-giraza iz  
E. coli 
DNA-giraza iz  
S. aureus 
Topo IV iz  
E. coli 
Topo IV iz  
S. aureus 
29 LDN-8 0,0049 54 %10 0,24 0,13 
30 LDN-9 0,011 ± 0,005 0,14 ± 0,02 0 %0,1 95 %0,01 
31 LDN-10 15 % 0,1 44 %1 neaktivna 47 %10 
32 LDN-11 0,0076 0,28 0,24 0,030 
33 LDN-12 51%0,01 51%10 75%10 neaktivna 
34 LDN-13 0,0086 ± 0,0064 77 %0,01 0,26 0,052 
35 TAZ-7 0,0040 2,12 5,73 0,027 
36 TAZ-8 0,018 48 %10 0,18 2,24 
37 TAZ-14a 0,017 57 %100 98 %0,1 94 %0,1 
38 TAZ-16 0,011 86,7 0,22 4,11 
39 TAZ-12 0,026 72 %10 neaktivna neaktivna 
40 TAZ-13 0,037 66 %10 neaktivna neaktivna 
41 ZSR-05 50 %10 / neaktivna neaktivna 
FENILPIROLAMIDI 
42 DBT-26 0,74 67 %100 56 %10 97 %10 
43 DBT-27 0,086** 2,05 8,25 6,45 
44 DBT-30 0,017 / 1,91 6,23 
45 DBT-84 0,38 67 %10 neaktivna neaktivna 
46 DBT-102 0,031 0,81 ± 0,62 10 %10 54 %10 
47 DBT-125 0,042 ± 0,025 0,84 72 %1 10 %10 
48 DBT-127 53 %10 / / / 
49 DBT-129 33 %10 41 %100 75 %100 neaktivna 
50 DBT-139 0,049 ± 0,050 26 %1 88 %1 0,84 
51 DBT-146 0,0084 ± 0,0003 0,088 97 %1 9 %1 
52 DBT-183 neaktivna / / / 
53 DBT-154 0,17 / 98 %1 81 %1 
54 DK-110 0,43 51 %100 59 %100 neaktivna 
55 IZS-40 67 %1 / neaktivna neaktivna 
56 IZS-47 0,37 / neaktivna 57 %10 
57 IZS-50 0,24 / neaktivna neaktivna 
58 MDN-23 2,57 ± 0,50 / / / 







IC50 vrednost (µM) ali rezidualna aktivnost (%) 
DNA-giraza iz  
E. coli 
DNA-giraza iz  
S. aureus 
Topo IV iz  
E. coli 
Topo IV iz  
S. aureus 
60 MDN-43b 0,54 ± 0,26 / / / 
61 MDN-47 6 %0,1 0,41 89 %1 42 %1 
62 MDN-48 0,030 ± 0,013 0,12 0,58 3,5 
63 MDN-100 0,19 / neaktivna 71 %10 
64 MDN-101 0,087 0,85 11,4 12,4 
65 MDN-105 0,013 ± 0,005 1,4 0,39 0,86 
66 NFF-22 21 %0,1 37 %1 93 %1 22 %1 
67 NFF-23 19 %0,1 0,64 93 %1 54 %1 
68 NFF-29 79%0,01 1,92 74 %1 0,26 
69 NFF-32 0,87 / neaktivna neaktivna 
70 NFF-33 60 %0,01 0,12 1,02 1,68 
71 NFF-41 0,16 / / / 
72 NFF-42 0,017 ± 0,002 1,14 80 %1 0,62 
73 NFF-43 0,25 46 %10 neaktivna neaktivna 
74 NFF-44 0,99 66 %10 / / 
75 NFF-47 94 %0,01 1,06 2,52 1,14 
76 NFF-48 2,49 78 %10 / / 
77 NFF-49 21 %0,01 3,96 3,13 2,75 
78 NNS-21 0,026 1,31 ± 0,63 1,03 ± 0,08 1,14 ± 0,83 
79 NFM-26 0,16** 13,25 ± 6,62 1,91 15,73 
80 NNS-18 0,042 1,17 ± 0,25 / / 
81 NNS-22 0,431** 9,50 ± 4,03 / / 
Opis oznak iz preglednice IV: 
neaktivna - spojina ni izkazala zaviralne aktivnosti pri koncentracijah 100, 10 ali 1 µM. 
/ - spojine nismo testirali na tem encimu. 
** vrednosti so bile določene že pred našim testiranjem. 
0,01 - rezidualna aktivnost pri koncentraciji 0,01 µM. 
0,1 - rezidualna aktivnost pri koncentraciji 0,1 µM. 
1 - rezidualna aktivnost pri koncentraciji 1 µM. 
10 - rezidualna aktivnost pri koncentraciji 10 µM. 
100 - rezidualna aktivnost pri koncentraciji 100 µM. 
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4.1.1 DNA-giraza iz E. coli 
Na encimu DNA-giraza iz bakterije E. coli smo testirali 76 spojin za določitev zaviralne 
aktivnosti. Spojine 7, 43, 79 in 81 so bile na Katedri za farmacevtsko kemijo Fakultete za 
farmacijo na tem encimu testirane že pred začetkom našega testiranja, zato smo te spojine 
testirali le na ostalih bakterijskih encimih. Razen spojini 15 in 52 so spojine kazale zaviralno 
aktivnost v presejalnih testih, najbolj aktivne spojine pa smo testirali tudi v testih za 
določitev IC50 vrednosti in rezultate primerjali z napovedanimi iz presejalnih testov, kar je 
prikazano v preglednici V. Kot najmočnejši zaviralci tega encima so se izkazale spojine z 
IC50 vrednostjo, nižjo od 0,01 µM, in sicer spojine: 8 (IC50 = 0,0070 µM), 9 (IC50 = 0,0048 
µM), 16 (IC50 = 0,0060 µM), 17 (IC50 = 0,0081 µM), 21 (IC50 = 0,0099 µM), 25 (IC50 = 
0,0051 µM), 29 (IC50 = 0,49 µM), 32 (IC50 = 0,0076 µM), 34 (IC50 = 0,0086 µM), 35 (IC50 
= 0,0040 µM) in 51 (IC50 = 0,0084 µM). Iz rezidualnih aktivnosti pri koncentraciji 0,1 µM 
in 0,01 µM smo ocenili IC50 vrednost nižjo od koncentracije 0,01 µM tudi spojini 77, vendar 
bi morali ocenjeno IC50 vrednost potrditi z testom za določitev IC50 vrednosti. 
Preglednica V: Primerjava napovedanih IC50 vrednosti iz presejalnih testov z dejansko 
določenimi IC50 vrednostmi na encimu DNA-giraza iz E. coli. 
Napovedana IC50 (µM) Določena IC50 (µM) 
1–10 2,57 
0,5–5 0,54; 0,68; 0,99; 2,49 
0,1–1 0,17; 0,19; 0,24; 0,25; 0,37; 0,38; 0,43; 0,56; 0,74; 0,87; 
1,90* 
0,05–0,5 0,079; 0,084; 0,16 
0,01–0,1 0,0081*; 0,0084*; 0,014; 0,017; 0,018; 0,020; 0,026; 0,026; 
0,028; 0,031; 0,031; 0,033; 0,037, 0,041; 0,042; 0,042; 0,049; 
0,054; 0,059; 0,087 
0,005–0,05 0,0070; 0,0086; 0;011; 0,011; 0,017; 0,017; 0,018; 0,021; 
0,030; 0,034 
0,001–0,01 0,0051; 0,0060; 0,0076; 0,0099; 0,013*; 0,014*; 0,018* 
* vrednosti odstopajo od napovedanega intervala iz presejalnih testov 
Iz presejalnih testov smo 89 % testiranim spojinam dobro napovedali IC50 vrednosti in tako 
potrdili ponovljivost rezultatov med presejalnimi testi in testi za določitev IC50 vrednosti. Za 
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11 % spojin so določene vrednosti IC50 odstopale od predvidenega intervala, določenega na 
presejalnih testih. 
Najbolj aktivnim spojinam smo določili IC50 vrednost v dveh neodvisnih ponovitvah, spojini 
21 pa v treh neodvisnih ponovitvah. Rezultati so prikazani v preglednici VI in iz nje lahko 
vidimo, da relativni standardni odklon (RSD) variira od 3 % in vse do 124 %. Povprečni 
RSD določitve IC50 vrednosti je približno 50 %.  
Preglednica VI: Prikaz rezultatov testa določitve IC50 vrednosti v dveh ali treh testiranjih 













9 0,0017 0,0079 / 0,0048 91 
11 0,012 0,025 / 0,018 55 
16 0,0062 0,0059 / 0,0060 3 
17 0,0080 0,0083 / 0,0081 3 
21 0,0018 0,018 0,0097 0,0099 82 
22 0,0028 0,040 / 0,021 124 
30 0,0077 0,015 / 0,011 45 
34 0,0042 0,013 / 0,0086 74 
47 0,023 0,060 / 0,042 62 
50 0,013 0,084 / 0,049 100 
51 0,0081 0,0087 / 0,0084 4 
58 2,92 2,21 / 2,56 20 
60 0,36 0,73 / 0,54 48 
62 0,04 0,021 / 0,030 43 
65 0,0097 0,017 / 0,013 38 
72 0,018 0,015 / 0,017 12 
/ - vrednosti nismo določili 
Pri presejalnih testih smo nekaterim spojinam v dveh neodvisnih ponovitvah določili 
rezidualno aktivnost pri isti koncentraciji. Absolutne napake pri določitvah so bile: 1, 2, 2, 
2, 3, 3, 4, 4, 5, 7, 8, 9, 9 in 12 %. Povprečna absolutna napaka določitve rezidualne aktivnosti 
pri isti koncentraciji je bila približno 5 %. 
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4.1.2 DNA-giraza iz S. aureus 
Na encimu DNA-giraza iz bakterije S. aureus smo testirali 62 spojin za določitev zaviralne 
aktivnosti. Spojin, ki niso bile aktivne na encimu DNA-giraza iz E. coli, ali so kazale le šibko 
aktivnost, na tem encimu nismo testirali. Razen spojini 3 in 7 so bile ostale spojine v 
presejalnih testih zaviralno aktivne. Najbolj aktivne spojine smo testirali tudi v testih za 
določitev IC50 vrednosti in rezultate primerjali z napovedanimi IC50 vrednosti iz presejalnih 
testov, kar je prikazano v preglednici VII. Kot najmočnejši zaviralci tega encima so se 
izkazale spojine z IC50 vrednostjo, nižjo od 0,1 µM, in sicer spojine: 9 (IC50 = 0,047 µM), 
19 (IC50 = 0,017 µM), 22 (IC50 = 0,027 µM), 25 (IC50 = 0,026 µM) in 51 (IC50 = 0,088 µM). 
Iz rezultatov rezidualne aktivnosti pri koncentraciji 1 µM in 0,1 µM smo ocenili IC50 
vrednost nižjo od 0,1 µM tudi pri spojini 21 in 34, vendar bi morali ocenjeno vrednost 
potrditi s testom za določitev IC50 vrednosti.  
Preglednica VII: Primerjava napovedanih IC50 vrednosti iz presejalnih testov z dejansko 
določenimi IC50 vrednosti na encimu DNA-giraza iz S. aureus. 
Napovedana IC50 (µM) Določena IC50 (µM) 
10–100 34,4; 86,7 
5–50 1,43*; 2,71* 
1–10 0,55*; 2,12; 2,05; 9,50; 13,25* 
0,5–5 0,12*; 0,14*; 0,75; 0,84; 1,06; 1,17; 1,31 
0,1–1 0,088; 0,25; 0,24 0,28; 0,41; 0,57; 0,64; 0,81; 0,85; 1,14; 
1,49*; 1,92* 
0,05–0,5 0,047; 0,16 
0,01–0,1 0,017; 0,026; 0,027 
* vrednosti odstopajo od napovedanega intervala iz presejalnih testov 
Iz presejalnih testov smo 76 % testiranim spojinam dobro napovedali IC50 vrednosti in tako 
potrdili ponovljivost rezultatov med presejalnimi testi in testi za določitev IC50 vrednosti. Za 
24 % spojin so določene vrednosti IC50 odstopale od predvidenega intervala, določenega na 
presejalnih testih. 
Najbolj aktivnim spojinam smo določili IC50 vrednost v dveh neodvisnih ponovitvah, spojini 
81 pa v treh neodvisnih ponovitvah. Rezultati so prikazani v preglednici VII in iz nje lahko 
vidimo, da RSD variira od 14 % in vse do 77 %. Povprečni RSD določitve IC50 vrednosti v 
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neodvisnih ponovitvah je približno 45 %. V ponovitvi smo IC50 vrednost določili za več kot 
polovico manj spojinam kot pri encimu DNA-giraza iz bakterije E. coli, zato imamo premalo 
podatkov, da bi rezultate na obeh encimih ustrezno primerjali med seboj glede ponovljivosti 
rezultatov. 
Preglednica VIII: Prikaz rezultatov testa določitve IC50 vrednosti v dveh ali treh testiranjih 













9 0,025 0,069 / 0,047 66 
30 0,15 0,13 / 0,14 14 
46 1,25 0,37 / 0,81  77 
78 8,56 17,93 / 13,25 50 
79 1,00 1,35 / 1,17 21 
80 0,86 1,75 / 1,31 48 
81 4,89  12,38 11,22 9,50 42 
/- vrednosti nismo določili 
Pri presejalnih testih smo nekaterim spojinam v dveh neodvisnih ponovitvah določili 
rezidualno aktivnost pri določeni koncentraciji. Absolutne napake pri določitvah so bile: 1, 
4, 5, 6, 6, 9, 9, 14, 16, 23, 29 in 49 %. Povprečna absolutna napaka določitve rezidualne 
aktivnosti pri isti koncentraciji je bila približno 14 %.  
4.1.3 Topoizomeraza IV iz E. coli 
Na encimu topoizomeraza IV iz bakterije E. coli smo testirali 66 spojin za določitev 
zaviralne aktivnosti. Najbolj zaviralno aktivne spojine smo testirali tudi v testih za določitev 
IC50 vrednosti in rezultate primerjali z napovedanimi IC50 vrednosti iz presejalnih testov, kar 
je prikazano v preglednici IX. Kot najmočnejši zaviralci tega encima so se izkazale spojine 
z IC50 vrednostmi, nižjimi od 0,5 µM, in sicer spojine: 8 (IC50 = 0,16 µM), 9 (IC50 = 0,085 
µM), 29 (IC50 = 0,24 µM), 32 (IC50 = 0,24 µM), 36 (IC50 = 0,18 µM), 38 (IC50 = 0,26 µM), 
56 (IC50 = 0,027 µM) in 59 (IC50 = 0,41 µM). Iz rezidualne aktivnosti pri koncentraciji 1 µM 
in 0,1 µM smo ocenili IC50 vrednost nižjo od 0,5 µM tudi za spojine 11, 14, 16, 19, 21 in 30. 




Preglednica IX: Primerjava napovedanih IC50 vrednosti iz presejalnih testov z dejansko 
določenimi IC50 vrednostmi na encimu topoizomeraza IV iz E. coli. 
Napovedana IC50 (µM) Določena IC50 (µM) 
5–50 1,03*; 1,91*; 8,25; 11,43, 15,2 
1–10 0,18*; 1,91; 2,52; 3,13; 5,73;  
0,5–5 0,58; 0,62; 1,02 
0,1–1 0,085*; 0,22; 0,24; 0,24; 0,26; 0,39; 0,41; 1,20* 
0,01–0,1 0,16* 
* vrednosti odstopajo od napovedanega intervala iz presejalnih testov 
Iz presejalnih testov smo 73 % testiranim spojinam dobro napovedali IC50 vrednosti in tako 
potrdili ponovljivost rezultatov med presejalnimi testi in testi za določitev IC50 vrednosti. Za 
23 % spojin so določene vrednosti IC50 odstopale od predvidenega intervala, določenega na 
presejalnih testih. 
Na tem encimu smo le dvema spojinama določili IC50 vrednost v dveh neodvisnih 
ponovitvah, zato imamo premalo podatkov, da bi lahko ustrezno ocenili ponovljivost. 
Rezultati so prikazani v preglednici X. 
Preglednica X: Prikaz rezultatov testa določitve IC50 vrednosti v dveh testiranjih na encimu 
topoizomeraza IV iz E. coli. 
Oznaka 
spojine 
Prva določitev  
IC50 (µM) 





59 0,31 0,51 0,41 34 
80 1,09 0,98 1,03 8 
Pri presejalnih testih smo nekaterim spojinam v dveh neodvisnih ponovitvah določili 
rezidualno aktivnost pri isti koncentraciji. Absolutne napake pri določitvah so bile: 1, 3, 6, 
6, 6, 8, 8, 8, 9, 10, 10, 10, 11, 11, 11, 12, 12, 12, 13, 15, 16, 16, 19, 25, 26, 28 in 29 %. 
Povprečna absolutna napaka določitve rezidualne aktivnosti pri isti koncentraciji je bila 




4.1.4 Topoizomeraza IV iz S. aureus 
Za določitev zaviralne aktivnosti na encimu topoizomeraza IV iz bakterije S. aureus smo 
testirali 66 spojin. Večina testiranih spojin na tem encimu v presejalnih testih ni izkazala 
zaviralne aktivnosti. Najbolj zaviralno aktivne spojine v presejalnih testih smo testirali tudi 
v testih za določitev IC50 vrednosti in rezultate primerjali z napovedanimi IC50 vrednosti iz 
presejalnih testov, kar je prikazano v preglednici XI. Kot najmočnejši zaviralci tega encima 
so se izkazale spojine z IC50 vrednostjo, nižjo od 0,5 µM, in sicer spojine 9 (IC50 = 0,38 µM), 
29 (IC50 = 0,13 µM), 32 (IC50 = 0,030 µM), 34 (IC50 = 0,052 µM), 35 (IC50 = 0,027 µM), 59 
(IC50 = 0,15 µM) in 68 (IC50 = 0,26 µM). Iz presejalnih testov pri koncentraciji 1 µM in 0,1 
µM, lahko ocenimo IC50 vrednost nižjo od 0,50 µM tudi za spojine 19, 21, 22, 23 in 25. Za 
potrditev ocenjenih IC50 vrednosti bi bilo potrebno te spojine testirati v testih za določitev 
IC50 vrednosti. 
Preglednica XI: Primerjava napovedanih IC50 vrednosti iz presejalnih testov z dejansko 
določenimi IC50 vrednostmi na encimu topoizomeraza IV iz S. aureus. 
Napovedana IC50 (µM) Določena IC50 (µM) 
5–50 15,73 
1–10 0,13*; 1,14; 1,14; 1,68; 2,00; 2,24; 2,75; 3,50; 4,11; 6,23; 
6,50; 12,44* 
0,5–5 0,027*; 1,47; 1,51; 1,75 
0,1–1 0,15; 0,26; 0,38; 0,62; 0,84; 0,86; 1,12* 
0,01–0,1 0,030; 0,052 
* vrednosti odstopajo od napovedanega intervala iz presejalnih testov 
Iz presejalnih testov smo 85 % testiranim spojinam dobro napovedali IC50 vrednosti in tako 
potrdili ponovljivost rezultatov med presejalnimi testi in testi za določitev IC50 vrednosti. Za 
15 % spojin so določene vrednosti IC50 odstopale od predvidenega intervala, določenega na 
presejalnih testih. 
Na tem encimu smo le eni spojini določili IC50 vrednosti v dveh neodvisnih ponovitvah, zato 
imamo premalo podatkov, da bi lahko ocenili ponovljivost na podlagi tega parametra. 
Rezultati so prikazani v preglednici XII. 
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Preglednica XII: Prikaz rezultatov testa določitve IC50 vrednosti v dveh ali treh testiranjih 
na encimu topoizomeraza IV iz S. aureus. 
Oznaka 
spojine 
Prva določitev  
IC50 (µM) 






80 0,55 1,73 1,14 73 
Pri presejalnih testih smo nekaterim spojinam v dveh neodvisnih ponovitvah določili 
rezidualno aktivnost pri isti koncentraciji. Absolutne napake pri določitvah so bile: 1, 2, 2, 
5, 6, 6, 7, 7, 8, 8, 8, 9, 10, 10, 12, 12, 13, 13, 14, 14, 17, 18, 20, 21, 22, 22, 43, 54 in 65 %. 
Povprečna absolutna napaka določitve rezidualne aktivnosti pri isti koncentraciji je bila 
približno 15 %.  
4.2 Ocena biokemijskega testa 
Za oceno biokemijskega testa smo ovrednotili ponovljivost rezultatov testiranj in težave, ki 
so se pojavile med testiranji na vseh štirih bakterijskih topoizomerazah. Za ovrednotenje 
ponovljivosti rezultatov neodvisnih testiranj smo primerjali napovedane IC50 vrednosti iz 
presejalnih testov z dejansko določenimi IC50 vrednosti, primerjali rezidualne aktivnosti za 
spojine v dveh ponovitvah, določene pri isti koncentraciji, ter ponovljivost IC50 vrednosti pri 
najaktivnejših spojinah, katerim smo IC50 vrednost določili v vsaj dveh ponovitvah. Najbolj 
ponovljive rezultate smo dobili na encimu DNA-giraza iz E. coli, medtem ko so bili nekoliko 
manj ponovljivi rezultati na encimih DNA-giraza iz S. aureus in topoizomeraza IV iz E. coli 
in S. aureus. Ugotovili smo, da smo za večino spojin dobro napovedali IC50 vrednosti iz 
presejalnih testov in dobili ponovljive rezultate presejalnih testov in testov za določitev IC50 
vrednosti. S presejalnimi testi smo najbolje napovedali IC50 vrednosti na encimu DNA-
giraza iz E. coli (dobra napoved v 89 % primerov), primerljiv rezultat smo dosegli tudi na 
encimu topoizomeraza IV iz S. aureus (85 %). Nekoliko slabšo, a še vseeno sprejemljivo 
ponovljivost med presejalnimi testi in testi določitve IC50 vrednosti, smo dosegli na DNA-
girazi iz S. aureus (76 %) in topoizomerazi IV iz E. coli (73 %). Pri presejalnih testih smo 
nekaterim spojinam 2-krat določili rezidualno aktivnost pri isti koncentraciji. Povprečna 
absolutna napaka določitve rezidualne aktivnosti je bila ponovno najnižja na encimu DNA-
giraza iz E. coli (5 %), nekoliko slabšo ponovljivost določitve rezidualnih aktivnosti pri isti 
koncentraciji pa smo opazili pri encimu DNA-giraza iz S. aureus (14 % povprečna absolutna 
napaka), ter na encimih topoizomeraza IV iz E. coli (12 %) in S. aureus (15 %). Relativni 
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standardni odklon (RSD) določitve IC50 vrednosti je bil pri vsaj dveh neodvisnih testiranjih 
na encimu DNA-giraza iz bakterije E. coli v povprečju 50 %, vrednosti pa so variirale od 3 
% in vse do 124 %. Pri testiranju spojin na encimu DNA-giraza iz bakterije S. aureus in na 
encimih topoizomeraza IV iz bakterij E. coli in S. aureus imamo premalo podatkov določitve 
IC50 vrednosti v več testiranjih, da bi lahko ustrezno ocenili ponovljivost določitve IC50 
vrednosti v več neodvisnih ponovitvah.  
Razlogi, da nekateri rezultati niso bili ponovljivi, so lahko posledica eksperimentalnih napak 
pri pripravi raztopin spojin ustreznih koncentracij, napak pri samem postopku testiranja ali 
pri izračunu IC50 vrednosti. Pri pripravah raztopin spojin koncentracij 100 µM in višjih 
koncentracij smo imeli pri nekaterih spojinah težave s topnostjo in zato niso bile povsem 
raztopljene, kar je zagotovo vplivalo na rezultate testiranj. Večja odstopanja pri testih za 
določitev IC50 vrednosti za spojine so lahko posledica tega, da smo raztopine spojin 
pripravljali iz osnovne raztopine v nadaljnje koncentracije s stopenjskim redčenjem. V 
primeru napake pri pripravi osnovne raztopine, je ta napaka lahko vplivala na pripravo 
naslednjih šestih raztopin. Prav tako se nam je pri testu določitve IC50 vrednosti spojinam 
zgodilo, da nismo zajeli optimalne krivulje zaviranja encima zaradi napačno izbranih 
koncentracij, in sicer smo dobili le prvi ali le drugi del sigmoidne krivulje. Razlog za to je 
bila najverjetneje slabša ocena IC50 vrednosti iz presejalnih testov, na podlagi katere smo 
izbrali koncentracijsko območje za določitev IC50 vrednosti. Pri takšnih primerih smo si 
pomagali tako, da smo nastavili parametre nelinearne regresije na 0 kot najnižjo vrednost in 
100 kot najvišjo vrednost ali pa smo dodali navidezne točke tako, da smo podaljšali plato 
krivulje. Tako pridobljeni rezultati so nekoliko manj zanesljivi, kar je eden izmed dodatnih 
razlogov za slabšo ponovljivost med neodvisnimi določitvami IC50 vrednosti za isto spojino. 
Ko smo iz rezultatov presejalnih testov dobro ocenili IC50 vrednost in zajeli optimalno 
krivuljo zaviranja encima, smo pri izrisu krivulje uporabili nelinearno regresijo brez 
dodatnih omejitev parametrov. V primerih, ko smo pri ponovitvah določanja vrednosti IC50 
za isto spojino enkrat izbrali neoptimalni koncentracijski razpon in drugič optimalni, smo 
kot bolj relevanten rezultat obravnavali rezultat, katerega rezidualne aktivnosti pri izbranih 
koncentracijah so opisale celotno sigmoidno krivuljo. 
Dokaj visok povprečni RSD določitve IC50 vrednosti 50 % je tudi posledica tega, da smo 
zaradi velikega števila spojin, ki smo jih želeli testirati, ter omejenega števila testnih 
kompletov za testiranje na vseh štirih encimih, večino spojin testirali samo enkrat, le 
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najaktivnejše spojine pa smo testirali v dveh ali treh neodvisnih ponovitvah. Pri spojinah, ki 
smo jim le 2-krat določili IC50 vrednost, je posledica lahko tudi večji standardni odklon in s 
tem RSD. Le pri dveh spojinah smo določili IC50 vrednost 3-krat v neodvisnih ponovitvah. 
Če bi želeli dobiti nižji in bolj relevanten standardni odklon pri ostalih spojinah, bi morali 
spojine testirati pri vsaj še eni ponovitvi in tako spojinam določiti IC50 vrednosti v vsaj treh 
ponovitvah. Za veliko število spojin, ki smo jim določili le eno IC50 vrednost brez ponovitev, 
ne moremo trditi, da je vrednost res pravilna. Relativno visok RSD pri testih za določitev 
IC50 vrednosti je lahko tudi zaradi zelo nizkih koncentracij pri katerih smo spojine testirali 
za določitev IC50 vrednosti. Najaktivnejše spojine smo večkrat testirali za določitev IC50 
vrednosti, ki so imele IC50 vrednost tudi v nanomolarnem območju, in smo zato že za 
pripravo osnovnih raztopin morali uporabiti redčenje v več stopnjah, vsaka dodatna stopnja 
pa je prispevala dodaten delež k napaki. 
Kot kontrolo veljavnosti testov smo poleg aktivnosti kontrole novobiocina spremljali tudi 
razmerje med signalom za pozitivno in negativno kontrolo (za test nadzvite DNA, pri testu 
sproščene DNA je bilo razmerje obrnjeno), ki je moralo za veljavnost testa biti višje od 3. 
Opazili smo, da je bilo to razmerje daleč najvišje pri testu na DNA-girazi iz E. coli, in sicer 
je bilo v večini testov na tem encimu to razmerje višje od 10. Tudi to je zagotovo eden izmed 
dejavnikov, ki je prispeval k boljši ponovljivosti rezultatov testiranj na tem encimu v 
primerjavi z ostalimi testiranimi encimi. Razmerje med odzivi kontrol je bilo v območju 6-
7 za DNA-girazo iz S. aureus in povprečno le okoli 4 za teste na obeh topoizomerazah IV. 
Posledično so predvsem pri obeh topoizomerazah IV bolj prišle do izraza vse napake in 
nezaželeni signali iz ozadja. Pri testu sproščene DNA na encimu topoizomeraza IV smo tudi 
zato bolj pogosto dobili rezultate rezidualne aktivnosti nižje od 0 % in višje od 100 %. 
Iz naših rezultatov ovrednotenja ponovljivosti testa lahko zaključimo, da mora biti razlika v 
rezidualnih aktivnostih 5-15 % glede na testirani encim, da lahko sklepamo, da razlika med 
rezidualnimi aktivnostmi pri isti koncentraciji ni posledica eksperimentalnih napak, ampak 
različne zaviralne aktivnosti spojin. Pri testiranju na encimu DNA-giraza iz E. coli v testih 
za določitev vrednosti IC50 mora biti razlika v povprečju večja od 50 %, da lahko trdimo, da 





4.3 Ovrednotenje selektivnosti zaviralcev 
Na vseh štirih bakterijskih encimih smo določili zaviralne aktivnosti 58 spojinam, ki so se 
izkazale za najbolj aktivne na encimu DNA-giraza iz E. coli, in ovrednotili njihovo 
selektivnost z ozirom na tip topoizomeraze in bakterijski sev. Največ testiranih spojin 
izkazuje zaviralno aktivnost na encimu DNA-giraza iz bakterije E. coli in najmanj testiranih 
spojin na encimu topoizomeraza IV iz bakterije S. aureus. 
Spojine 12, 20, 24, 28, 48, 58, 60 in 71 izkazujejo relativno šibko zaviralno aktivnost na 
encimu DNA-giraza iz bakterije E. coli, z IC50 vrednostmi nad 0,5 µM, zaradi česar teh 
spojin nismo ovrednotili na ostalih encimih in posledično ne moremo obravnavati njihove 
selektivnosti. Podobno velja za spojine 74, 76, 79 in 81, katerim smo zaviralno aktivnost 
določili samo na encimu DNA-giraza iz obeh bakterij. Iz nižjih IC50 vrednosti, ki so bile 
določene za te spojine, lahko sklepamo, da gre za boljše zaviralce encima DNA-giraza iz 
bakterije E. coli kot iz bakterije S. aureus. 
Spojine 3–5, 7, 31, 33, 37, 38, 41, 45, 49, 54–57, 64, 69 in 73 kažejo dobro zaviralno 
aktivnosti na encimu DNA-giraza iz bakterije E. coli, medtem ko so slabši zaviralci na 
encimu DNA-giraza iz bakterije S. aureus in na encimu topoizomeraza IV iz obeh bakterij. 
Spojine izkazujejo indeks selektivnosti napram DNA-girazi iz E. coli vsaj 10, večina pa več 
kot 100. Za te spojine smo ugotovili, da so najbolj selektivne na encim DNA-giraza iz 
bakterije E. coli. 
Spojine 6, 8–11, 13, 14, 16-19, 21–23, 25–27, 29, 30, 32, 34–36, 39, 40, 42, 43, 46, 47, 49, 
51, 59, 62, 63, 65–68, 70, 72, 75, 77, 78 in 80 kažejo zaviralno aktivnost na vseh štirih 
bakterijskih encimih in zaradi tega kažejo največji potencial kot potencialni dualni zaviralci. 
Poleg tega zaradi zaviranja topoizomeraz tako iz po Gramu pozitivnih bakterij (S. aureus) 
kot po Gramu negativnih bakterij (E. coli) te spojine izkazujejo potencial kot 
širokospektralne protibakterijske učinkovine, kar pa bi morali v naslednji stopnji potrditi s 
protibakterijskimi testi. Kljub najbolj uravnoteženi aktivnosti napram različnim 
topoizomerazam izmed testiranih spojin lahko iz rezultatov vidimo, da so tudi te spojine 
najbolj zaviralno aktivne na encimu DNA-giraza iz E. coli, saj smo na tem encimu spojinam 
določili najnižje IC50 vrednosti in rezidualne aktivnosti.  
Kot najaktivnejše zaviralce na vseh testiranih bakterijskih encimih smo identificirali spojine 
9, 13, 14, 16, 19, 21, 22, 23, 25, 30, 32, 34 in 59. Spojine v nizkih IC50 vrednostih hkrati 
zavirajo encima DNA-giraza in topoizomeraza IV iz bakterij E. coli in S. aureus. 
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Nadalje smo selektivnost testiranih zaviralcev ovrednotili še s stališča nekaterih strukturnih 
značilnosti, kot so centralni skelet, substitucija na pirolnem delu molekul ter prisotnost kislih 
in bazičnih funkcionalnih skupin. Testirane spojine lahko razdelimo glede na centralni skelet 
kemijske strukture v 3 glavne skupine, in sicer v tetrahidrobenzotiazole, benzotiazole in 
fenilpirolamide.  
Iz skupine tetrahidrobenzotiazolov smo 4 spojine (spojine 2–5) testirali na vseh štirih 
encimih in ugotovili, da so spojine iz te skupine najbolj zaviralno aktivne na encim DNA-
giraza iz bakterije E. coli, medtem ko na ostalih encimih kažejo le šibko aktivnost. Za spojino 
3 (slika 19) iz skupine tetrahidrobenzotiazolov smo določili naslednje zaviralne aktivnosti: 
IC50 vrednost 0,084 µM na encimu DNA-giraza iz E. coli, rezidualno aktivnost 34 % pri 10 
µM na encimu topoizomeraza IV iz E. coli in spojina je bila neaktivna na encimu DNA-
giraza in topoizomeraza IV iz bakterije S. aureus. Tako lahko zaključimo, da je 
tetrahidrobenzitiazolni skelet najbolj primeren za načrtovanje selektivnih zaviralcev DNA-
giraze iz E. coli, ni pa primeren za načrtovanje dualnih zaviralcev DNA-giraze in 
topoizomeraze IV. 
 
Slika 19: Struktura spojine 3. 
Iz skupine benzotiazolov smo testirali 36 spojin (spojine 6–41) in iz skupine 
fenilpirolamidov 40 spojin (spojine 42–81). Za obe skupini spojin smo ugotovili, da so te 
spojine manj selektivne na DNA-girazo iz E. coli kot so spojine iz skupine 
tetrahidrobenzotiazolov, zaradi česar imata ta dva skeleta večji potencial za nadaljnje 
načrtovanje dualnih zaviralcev. Kljub manjši selektivnosti vse testirane spojine kažejo 
največjo aktivnost na DNA-girazi iz E. coli. Primer strukture spojine 36 iz skupine 
benzotiazolov in spojine 81 iz skupine fenilpirolamidov je prikazan na sliki 20.  
 
  




S primerjavo substituentov na pirolu v strukturi spojin smo ugotovili, da so spojine, ki v 
svoji strukturi vsebujejo 3,4-dikloro-5-metilpirol manj selektivne kot spojine, ki vsebujejo v 
strukturi 1,2-dibromopirol, kar je najverjetneje posledica razlik v velikosti vezavnih žepov 
med encimi. Prisotnost kislih oziroma bazičnih funkcionalnih skupin nima bistvenega vpliva 
na selektivnost zaviralcev. Spojine, ki imajo odsoten kisel center, v večini primerov 
izkazujejo nižjo aktivnost na vseh encimih, brez bistvenega vpliva na selektivnost. Po drugi 
strani spojine, ki vsebujejo tako kisel kot bazičen center, v večini primerov kažejo nekoliko 
večjo selektivnost na DNA-girazo iz E. coli, izjema je spojina 62, ki je ena izmed najmanj 
selektivnih spojin med vsemi testiranimi. 
Najmanj selektivni zaviralec je bila spojina 59 (slika 21) iz skupine fenilpirolamidov, ki v 
strukturi vsebuje 3,4-dikloro-5-metilpirol, kisel center (karboksilno kislino) in izopropoksi 
skupino. Za spojino smo določili naslednje IC50 vrednosti: na DNA-girazi iz E. coli 0,044 
µM, DNA-girazi iz S. aureus 0,24 µM, topoizomerazi IV iz E. coli 0,41 µM in topoizomerazi 
IV iz S. aureus 0,15 µM. Spojina 59 izraža širokospektralno delovanje na oba bakterijska 
seva E. coli (po Gramu negativna bakterija) in S. aureus (po Gramu pozitivna bakterija) in 
dualno delovanje, saj je aktiven zaviralec obeh encimov DNA-giraza in topoizomeraza IV 
iz obeh bakterij. 
 
Slika 21: Struktura spojine 59. 
Najbolj aktivna na vseh testiranih bakterijskih encimih je bila spojina 9, saj smo spojini 
določili IC50 vrednosti, ki so med najnižjimi na vseh testiranih bakterijskih encimih. Za 
spojino smo določili naslednje IC50 vrednosti: na DNA-girazi iz E. coli 0,0048 µM, DNA-
girazi iz S. aureus 0,047 µM, topoizomerazi IV iz E. coli 0,083 µM in topoizomerazi IV iz 
S. aureus 0,38 µM. Iz rezultatov zaviralnih aktivnosti lahko tudi za spojine 25, 32 in 34 
sklepamo, da so med najmočnejšimi zaviralci na vseh testiranih bakterijskih encimih. Za 
omenjene spojine lahko trdimo, da kažejo velik potencial za širokospektralno delovanje, saj 
delujejo na obeh testiranih bakterijah (E. coli in S. aureus) in izražajo zaželeno dualno 
zaviranje obeh encimov DNA-giraze in topoizomeraze IV. Zato bodo te spojine uporabljene 
kot izhodišče v nadaljnjem načrtovanju novih zaviralcev. 
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V splošnem iz rezultatov zaviralnih aktivnosti lahko zaključimo, da imajo spojine med 
testiranimi encimi najnižje srednje zaviralne koncentracije in so s tem najmočnejši zaviralci 
encima DNA-giraza iz bakterije E. coli, šibkeje pa zavirajo DNA-girazo iz S. aureus in 
topoizomerazo IV iz E. coli in S. aureus. Šibkejšo zaviralno aktivnost na encimu DNA-
giraza iz S. aureus lahko razložimo z dejstvom, da je adenin vezavni žep GyrB pri bakteriji 
S. aureus manjši kot je pri bakteriji E. coli, kjer sta dva izolevcina zamenjana z manjšimi 
valini in izolevcinom iz metionina. Podobno lahko različno zaviralno aktivnost spojin na 
encimu DNA-giraza in topoizomeraza IV iz iste bakterijske vrste razložimo z manjšimi 
konformacijskimi ali dinamičnimi razlikami v GyrB in ParE aktivnih mestih. Kljub temu, 
da sta aktivni mesti GyrB in ParE zelo podobni, je bilo predpostavljeno, da zamenjava 
izolevcina z metioninom v podenoti ParE povzroči delno zoženje vezavnega mesta in 






V okviru magistrske naloge smo z uporabo biokemijskega testa testirali 80 spojin iz DNA-
girazne knjižnice spojin Fakultete za farmacijo za določitev zaviralne aktivnosti na encimih 
DNA-giraza iz bakterij E. coli in S. aureus in topoizomeraza IV iz bakterij E. coli in S. 
aureus. Po strukturi smo spojine razdelili v tri glavne skupine: tetrahidrobenzotiazoli, 
benzotiazoli in fenilpirolamidi. Pri testiranju smo uporabili testne komplete proizvajalca 
Inspiralis ter in vitro test nadzvite/sproščene DNA za encim DNA-giraza/topoizomeraza IV.  
Za oceno biokemijskega testa smo na vseh testiranih encimih ovrednotili ponovljivost 
rezultatov testiranj v neodvisnih ponovitvah in težave pri testu. Primerjali smo napovedane 
IC50 vrednosti iz presejalnih testov z dejansko določenimi IC50 vrednosti pri testih, pri 
katerih smo IC50 vrednost določali v sedmih koncentracijskih točkah. Pri testiranju smo v 
povprečno 81 % iz presejalnih testov dobro napovedali IC50 vrednost in dobili ponovljive 
rezultate obeh testov. Primerjali smo tudi določene IC50 vrednosti za eno spojino pri 
neodvisnih ponovitvah testa ter rezidualne aktivnosti za eno spojino pri istih koncentracijah 
v neodvisnih ponovitvah testa. Najbolj ponovljive rezultate rezidualnih aktivnosti in 
napovedane IC50 vrednosti iz presejalnih testov smo ugotovili pri testiranju spojin na encimu 
DNA-giraza iz bakterije E. coli. Prav tako je bil na tem encimu povprečni standardni odklon 
določitve IC50 vrednosti v vsaj dveh ponovitvah 50 %. Iz teh podatkov smo ugotovili, da 
mora biti razlika v rezidualni aktivnosti pri presejalnih testih vsaj 15 % in pri določitvi IC50 
vrednosti vsaj 50 %, da lahko zagotovo sklepamo, da imata spojini različne zaviralne 
aktivnosti in razlike niso posledica eksperimentalnih napak. Na encimih DNA-giraza iz 
bakterije S. aureus in topoizomeraza IV iz bakterij E. coli in S. aureus imamo premalo 
podatkov za oceno ponovljivosti določenih IC50 vrednosti v neodvisnih ponovitvah. 
Neponovljivi rezultati so lahko posledica eksperimentalnih napak pri pripravi raztopin spojin 
ustreznih koncentracij, napak pri samem postopku testiranja ali pri izračunu IC50 vrednosti. 
Lahko so tudi posledica težav pri testiranju, kot je slaba topnost nekaterih spojin pri 100 µM 
ali višjih koncentracijah, nizko razmerje med signalom za pozitivno in negativno kontrolo 
predvsem na encimu topoizomeraza IV, če pri testu za določitev IC50 vrednosti nismo zajeli 
optimalne krivulje in priprava zelo nizkih koncentracij raztopin testiranih spojin. Prav tako 
zaradi omejenega števila testnih kompletov in velikega števila spojin nismo testirali v več 
kot dveh neodvisnih ponovitvah. Večini spojin smo določili IC50 vrednosti samo enkrat, le 
najbolj aktivnim v dveh, samo dvema spojinama pa v treh neodvisnih ponovitvah. 
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Iz rezultatov zaviralnih aktivnosti testiranih spojin smo ugotovili, da so spojine najbolj 
aktivne na encimu DNA-giraza iz bakterije E. coli, in sicer 11 najmočnejših zaviralcev na 
tem encimu je kazalo IC50 vrednosti nižje od 10 nM. Za zaviralce s tetrahidrobenzotiazolnim 
centralnim skeletom smo ugotovili, da kažejo dobro selektivnost na encim DNA-giraza iz E. 
coli. Manjšo selektivnost kažejo spojine, ki so po strukturi benzotiazoli in fenilpirolamidi in 
imajo v svoji strukturi dikloro-5-metilpirol in kisle centre. Izmed testiranih spojin je bila 
najmanj selektivni zaviralec spojina 59 iz skupine fenilpirolamidov. Za aktivnejše zaviralce 
na vseh testiranih bakterijskih encimih, ki kažejo tudi manjšo selektivnost na DNA-girazo 
iz E. coli, smo identificirali spojine 9, 13, 14, 16, 19, 21, 22, 23, 25, 30, 32, 34 in 59, ki so 
zaradi dualnega delovanja perspektivne za nadaljnji razvoj. Najbolj aktivna je bila spojina 9 
z najnižjimi IC50 vrednostmi na vseh encimih, med najaktivnejšimi testiranimi spojinami pa 
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